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master thesis was to heterologously express lysins, that would display lytic 
activity against Propionibacterium acnes and Staphylococcus epidermidis. These 
bacteria are amongst the causative agents of nocosomial infections and different 
non-lethal medical conditions in humans. We used polymerase chain reaction 
(PCR) to isolate genes encoding for lysins from bacteriophages infecting these 2 
bacteria. In the case of P. acnes, we could not obtain a full-length lysin gene from 
a P. acnes bacteriophage E1 so we did not express any P. acnes lysins in our 
work. On the other hand, we successfully isolated 3 lysins from a staphylococcal 
bacteriophage (StphK), namely 114, 154 and 156. We cloned the lysin genes into 
2 plasmid vectors using recombinant DNA methods: pQE-80L in pMAL-C5X. 
Next, we transformed the vectors containing inserts into E. coli strains Top10 and 
Er2523. In order to obtain mutation-free lysin genes, we sequenced the inserts we 
isolated from transformant colonies (clones). In total, we sequenced 13 clones of 
lysins in 2 vectors. Clones with the minimal number of mutations were used for 
expression. Phusion polymerase did not provide a lower mutation rate than Taq 
polymerase, despite its proofreading ability. Expression of lysins was successful 
in pMAL-C5X but not in pQE-80L. We found that pMAL-154 exhibited 
autoproteolytic activity and that pMAL-114 was proteolytically degraded. Lysins 
were partially purified to crude form (cell lysates). Lysins were found to be 
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determine lytic activity of crude lysins, we used the plate count assay. None of the 
lysins exhibited any lytic activity against the staphylococcal strain SeC2.  
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OKRAJŠAVE IN SIMBOLI 
 
% - odstotek 
°C - stopinje Celzija 
AK - aminokislina 
AMR - mikrobna odpornost (angl. »antimicrobial resistance«) 
BHI - gojišče možgansko-srčni infuzijski bujon 
bp - bazni par 
c - koncentracija [mol m-3] 
cDNK - komplementarna DNK 
dH2O - deionizirana voda 
ddH2O - dvojno deionizirana voda 
DNK - deoksiribonukleinska kislina 
dNTP - deoksi nukleozid trifosfat 
EDTA - etilendiamintetraocetna kislina 
EPS - ekstracelularne polimerne snovi pri bakterijah 
HA - gojišče hranljivi agar 
kb - kilobazni par 
kDa - kilodalton 
LB - gojišče Luria Bertani  
MCS - poliklonsko mesto vektorja 
MRSA - proti meticilinu odporen Staphylococcus aureus 
PCR - verižna reakcija s polimerazo 
pH - merilo za koncentracijo hidroksidnih ionov v raztopini 
RNK - ribonukleinska kislina 
SDS-PAGE - poliakrilamidna gelska elektroforeza v prisotnosti natrijevega 
dodecil sulfata (angl. »sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel 
electrophoresis«) 
TSA - trdno ali poltrdno gojišče soja kazein 
TSB - tekoče gojišče soja kazein 
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1 UVOD 
 
Antibiotiki se uporabljajo kot glavno orodje za zdravljenje bakterijskih okužb že vse od 
štiridesetih let dvajsetega stoletja. V tem času se je zaradi njihove pogoste uporabe zgodil 
porast proti antibiotikom odpornih bakterij, ki postaja vse izrazitejši v 21. stoletju. Ta 
pojav se imenuje mikrobna odpornost (angl. »antimicrobial resistance« - AMR) in ocenjuje 
se, da na leto v Evropski uniji zaradi nje umre več kot 25.000 ljudi (The Bacterial …, 
2009). Ker postaja zdravljenje bakterijskih okužb s tradicionalnimi baktericidnimi agensi 
neučinkovito, je potreben razvoj novih učinkovin, ki bodo uspešne v boju z mikrobi. Med 
najvidnejše odgovore na vse bolj pereč problem AMR spadajo lizini.  
 
Lizini so fagni proteini, ki hidrolizirajo bakterijsko celično steno (peptidoglikan) v litičnem 
ciklu fagnega razmnoževanja, kar vodi v smrt celice. Zaradi njihove močne litičnosti, 
visoke specifičnosti, počasnega razvoja odpornosti proti njim in sposobnosti delovanja na 
bakterijske biofilme so bili prepoznani kot učinkoviti baktericidni agensi. Poleg tega velika 
biodiverziteta in pogostost bakteriofagov, iz katerih izhajajo lizini, v naravnih okoljih 
predstavljata neomejeno banko za izolacijo teh proteinov za boj proti različnim 
prokariontskim gostiteljem. Mogoča je tudi souporaba lizinov in antibiotikov, saj skupaj 
delujejo sinergistično. Njihova specifičnost za eno bakterijsko vrsto ali sev je hkrati 
prednost in slabost, saj to pomeni, da pri zdravljenju okužb ne vplivajo na avtohtono 
človeško mikrobioto, kot je to pogosto pri antibiotikih, hkrati pa lahko zaradi previsoke 
specifičnosti njihov litični spekter ne pokrije vseh virulentnih sevov določene bakterije. 
Zaradi svoje proteinske narave so lahko imunogeni (Fischetti, 2010). 
 
Lizini so zaradi svoje protimikrobne aktivnosti  zanimivi za biotehnološko in farmacevtsko 
industrijo, kar vodi v intenzivno iskanje novih lizinov za specifične bakterijske tarče ter 
vzpostavitev bioprocesov za izražanje in izolacijo lizinov. Ker gre za neglikozilirane 
proteine, se jih običajno izraža v bakterijskem ekspresijskem sistemu. Postopek pridobitve 
lizina se začne z identifikacijo in izolacijo lizinskega gena iz bakteriofaga, specifičnega za 
tarčno bakterijo. Zatem se gen z metodami rekombinantne DNK vključi v plazmidni 
vektor, ki se ga transformira v ekspresijski sev, v katerem poteka izražanje encima v 
bioprocesu. Protein se izolira iz bioprocesne brozge z bioseperacijskimi tehnikami do 
visoke čistosti in potrdi njegovo litičnost s testom aktivnosti. Na ta način se vzpostavi 
sistem za izražanje lizinov. 
 
Za tarčni bakterijski vrsti smo v tem magistrskem delu izbrali kožni bakteriji 
Propionibacterium acnes in Staphylococcus epidermidis. P. acnes je anaerobna 
grampozitivna bakterija, ki je naravni prebivalec dlačnega mešička, to je lasu in 
pripadajoče lojnice. Znana je kot eden izmed povzročiteljev aken pri človeku. Ocenjuje se, 
da 15-30 % bolnikov z aknami potrebuje sistemsko zdravljenje zaradi trajanja ali jakosti 
bolezni (Kralj, 2006). Hkrati povzroča tudi bolnišnične okužbe (Portillo in sod., 2013). S. 
epidermidis pa je aerobni grampozitivni stafilokok in kožni komenzal. Spada med 
pomembnejše povzročitelje bolnišničnih okužb, zaradi katerih po podatkih Evropskega 
centra za preprečevanje in obvladovanje bolezni zboli 4,1 milijona ljudi na leto 
(Surveillance …, 2007). Njegovi patogenosti botrujeta sposobnost tvorbe biofilmov in 
odpornost proti nekaterim antibiotikom (Queck in Otto, 2008). 
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1.1 CILJI MAGISTRSKEGA DELA 
 
Namen magistrskega dela je bil izražanje izbranih lizinov v bakterijskem ekspresijskem 
sistemu. V ta namen smo iz genomov izbranih fagov, specifičnih za P. acnes in S. 
epidermidis, izolirali lizinske gene in jih z metodami rekombinantne DNK vključili v dva 
plazmidna vektorja (pQE-80L in pMAL-C5X). Plazmide z vključki smo transformirali v 
sev Escherichia coli (Top10 ali Er2523) in lizine izražali v tem ekspresijskem sistemu. Po 
bioprocesu smo lizine delno očistili in preverili njihovo litičnost s testom aktivnosti na 
gostiteljske seve. 
 
1.2 DELOVNE HIPOTEZE 
 
Pričakujemo, da: 
 
- bodo izolirani bakteriofagi bakterij P. acnes in S. epidermidis vsebovali gene za  
lizine, 
- se bodo vsaj nekateri lizini uspešno izražali v ekspresijskem sistemu, 
- bodo vsaj nekateri lizini aktivni proti gostiteljskemu sevu. 
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2 PREGLED OBJAV 
2.1 BAKTERIJSKE VRSTE 
2.1.1 Propionibacterium acnes  
 
P. acnes je grampozitivna aerotolerantna bakterija, ki je naravna prebivalka človeške 
pilosebacealne enote, to je lasu in pripadajoče lojnice. Hrani se z maščobnimi izločki 
lojnice. Prekomerna namnožitev bakterije običajno vodi v nastanek aken. Pri tem lahko 
sodeluje tudi S. epidermidis, čeprav njegova vloga pri tem še ni natančno raziskana (Bek-
Thomsen in sod., 2008). Ocenjuje se, da 15-30 % bolnikov z aknami potrebuje sistemsko 
zdravljenje zaradi trajanja ali jakosti bolezni (Kralj, 2006). P. acnes povezujejo jo tudi z 
nekaterimi očesnimi vnetji (Liu in sod., 2015) in bolnišničnimi okužbami, natančneje 
tistimi z medicinskimi vstavki, kot so katetri in proteze (Portillo in sod., 2013).  
 
2.1.2 Staphylococcus epidermidis  
 
S. epidermidis je grampozitivna aerobna bakterija ter je naravni prebivalec človeške kože 
in sluznice. Spada med koagulaza-negativne stafilokoke, ki se od koagulaza-pozitivnih, 
med katere spada Staphylococcus aureus, ločijo po tem, da nimajo encima koagulaze. Je 
oportunistični patogen in ga štejejo za enega izmed glavnih povzročiteljev bolnišničnih 
okužb. Po podatkih Poročila o bolnišničnih okužbah (Surveillance …, 2007) vsako leto v 
Evropski uniji za bolnišničnimi okužbami zboli 4 milijone ljudi, od tega jih 37.000 umre. 
S. epidermidis najpogosteje povzroča okužbe pri ljudeh z medicinskimi vstavki, kot so 
katetri in proteze. Čeprav okužbe običajno ne vodijo v smrt, podaljšajo čas in zahtevnost 
zdravljenja pacienta, kar med drugim predstavlja večji ekonomski strošek za zdravstveni 
sistem. K njegovi virulentnosti prispevajo dejstvo, da je kožni komenzal, sposobnost 
tvorbe biofilmov in odpornost proti nekaterim antibiotikom (Otto, 2008). 
 
2.2 BAKTERIOFAGI 
 
Bakteriofagi (v nadaljevanju fagi) so virusi, ki okužujejo bakterije. So najpogostejši tip 
virusov in ena izmed najštevilčnejših entitet biosfere. Sestavljeni so iz proteinske kapside, 
ki obdaja genom v obliki RNK ali DNK. Ta je lahko velik od nekaj kb do nekaj 100 kb. 
Poznamo litične in lizogene fage, ki se ločijo glede na način razmnoževanja. Pri litičnih 
fagih življenjski cikel vključuje okužbo gostiteljske celice, namnožitev v citoplazmi in 
izhod iz celice z lizo, ki vodi v njeno smrt. Po drugi strani se lahko lizogeni fagi stabilno 
integrirajo v gostiteljev genom, od koder lahko glede na okoljske pogoje preidejo v litični 
cikel razmnoževanja (Drulis-Kawa in sod., 2012).  
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2.2.1 Razmnoževanje fagov 
2.2.1.1 Litični cikel 
 
V prvi fazi litičnega cikla se virus adsorbira na gostiteljsko celico, ki jo prepozna na 
podlagi specifičnih površinskih receptorjev, in vanjo izloči svojo dednino. Ta se v 
citoplazmi prepiše v RNK (če je bila prvotno DNK) in začne z ekspresijo. Tvorijo se fagni 
proteini (proteini kapside, DNK-polimeraza, holin, lizin itd.).  Za litične fage je značilno, 
da se njihova dednina ne integrira v genom gostitelja. Hkrati se inhibira prepisovanje 
gostiteljeve DNK in gostiteljeva celična mašinerija se preusmeri v sintezo fagnih 
komponent. Temu sledi podvojevanje fagnih nukleinskih kislin. Ko se sintetizirajo tako 
proteini kot nukleinske kisline, se lahko začne sestava novih virusnih delcev (virionov). Pri 
tem se fagna DNK oziroma. RNK zapakira v proteinsko virusno kapsido. Običajno se 
sintetizira 50-300 virionov na bakterijsko celico (odvisno od vrste). Virioni zapustijo celico 
z lizo. Pri tem sodelujeta proteina holin in lizin. Prvi ustvari pore v gostiteljevi celični 
membrani,  drugi pa hidrolizira peptidoglikan (celično steno). Gostiteljska celica pri tem 
propade, saj pore v membrani povzročijo izlitje citoplazme iz celice (Guttman in sod., 
2005; Drulis-Kawa in sod., 2012).  
 
 
 
Slika 1: Prikaz litičnega razmnoževanja bakteriofagov (Orlova, 2012) 
  
2.2.1.2 Lizogeni cikel 
 
Za lizogeni cikel je značilno, da se dednina virusa po okužbi gostiteljske celice integrira v 
genom gostitelja z rekombinazo ali pa je prisotna v citoplazmi v krožni obliki. Imenujemo 
jo profag in se podvojuje skupaj z gostiteljem. Profagne sekvence tako vsebujejo tudi 
hčerinske celice prvotnega gostitelja. Profag ostane v dormantni obliki, dokler okoljski 
dejavniki ne sprožijo njegovega izražanja (indukcija profaga). Med te dejavnike spadajo 
UV sevanje in oksidanti (npr. vodikov peroksid), ki poškodujejo DNK. Zatem virus preide 
v litični cikel in se namnoži na način, kot je opisano pod točko 2.2.1.1 (Guttman in sod., 
2005).  
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2.2.2 Fagna terapija 
 
Fagi so se že ob svojem odkritju leta 1915 izkazali kot učinkoviti in visoko specifični 
protibakterijski agensi. Kljub ugodnim začetnim rezultatom pri zdravljenju bakterijskih 
okužb niso prešli v splošno uporabo, kar velja pripisati skeptičnemu odnosu zahodne 
znanosti do njih, odkritju antibiotikov dobro desetletje kasneje in slabši učinkovitosti fagov 
v primerjavi z antibiotiki. Kljub temu so jih proizvajali v nekaterih državah Osrednje 
Evrope in v ZDA. Po drugi svetovni vojni pa je bila njihova raba najpogostejša v državah 
Vzhodne Evrope, kjer se uporabljajo še danes (Rusija in Gruzija). Ker je bila večina 
znanstvene literature na to temo v ruskem jeziku, ni bila dostopna zahodni znanosti. To se 
je začelo v zadnjih desetletjih spreminjati, zlasti v luči iskanja novih bakteriocidnih 
zdravilnih učinkovin. Zdravljenje s fagi imenujemo fagna terapija. Tradicionalna raba 
fagne terapije v vzhodnoevropskih državah je pokazala, da gre za učinkovito (v številnih 
primerih učinkovitejšo od antibiotikov), visoko specifično in razmeroma zdravo (z malo 
stranskimi učinki) obliko zdravljenja bakterijskih okužb (Sulakvelidze in sod., 2001). K 
učinkovitosti fagov pripomore dejstvo, da se namnožijo tam, kjer so prisotne bakterije, 
torej na mestu okužbe. Njihova specifičnost za eno bakterijsko vrsto pomeni, da s svojim 
delovanjem ne vplivajo na avtohtono mikrobioto pacienta. Poleg tega številčnost in 
diverziteta fagov v naravnem okolju predstavljata velik rezervoar za odkrivanje novih 
fagov z biotehnološko zanimivimi lastnostmi. Po drugi strani imajo fagi tudi nekatere 
pomanjkljivosti. Njihova visoka specifičnost pogosto predstavlja slabost, saj niso nujno 
specifični za celoten spekter virulentnih bakterijskih sevov. Hkrati bakterije proti njim 
pridobijo odpornost na podlagi modifikacije površinskih receptorjev in zmanjšanja 
afinitete fagne adsorpcije, kar se lahko zgodi v razmeroma kratkem času. Zaradi teh 
razlogov se pri zdravljenju bakterijskih okužb s fagi pogosto uporablja mešanica več 
fagov, ki so specifični za določeno bakterijsko vrsto, tako imenovani fagni koktajl 
(polifagna terapija). S tem se zagotovi učinkovitost fagnega koktajla za širok spekter 
virulentnih sevov in zmanjša možnost za pojav odpornih sevov. V primeru, da zdravilno 
učinkovino sestavlja več posameznih aktivnih sestavin, je treba vsako izmed sestavin 
individualno testirati s kliničnimi študijami, kar vodi v večje finančne vložke za razvoj 
fagnih koktajlov za klinično rabo (Chan in sod., 2013). Dodatne omejitve pri uporabi fagov 
so lahko tudi izguba učinkovitosti skozi čas, dovzetnost za bakterijske intracelularne 
obrambne mehanizme, nepredvidljiva farmakokinetika in imunogenost (Sagor in sod., 
2005). 
 
2.2.3 Fagni proteini 
 
Fagni genomi lahko vsebujejo od nekaj do nekaj sto genov. Kompleksnejši virusi imajo 
večje genome in v njih je mogoče najti številne genske tarče, ki kodirajo bakteriostatične 
ali bakteriocidne gene, ki sodelujejo v litičnem ciklu. Tovrstni proteini lahko delujejo na 
celično kapsulo (EPS-degradirajoči encimi), peptidoglikan (lizini), celično membrano 
(holini, pinholini), podvojevanje in transkripcijo DNK, sintezo proteinov ali delitev celice 
(Drulis-Kawa in sod., 2012). Zaradi svoje vloge imajo biotehnološko in farmacevtsko 
vrednost, saj bi se lahko uporabljali za zdravljenje bakterijskih okužb. Samostojna uporaba 
fagnih proteinov v primerjavi s celokupnimi fagi ima lahko nekatere prednosti: širši 
spekter aktivnosti, nižja imunogenost, boljša tkivna penetracija in počasnejši razvoj 
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mikrobne odpornosti. Z uveljavljenimi metodami rekombinantne DNK in molekularnim 
inženirstvom jih je mogoče enostavno proizvajati v heterolognem organizmu (Drulis-Kawa 
in sod., 2012). Tako fage kot fagne proteine je mogoče tudi genetsko ali posttranslacijsko 
modificirati za izboljšanje njihovih lastnosti, kot so specifičnost, afiniteta do substrata, 
hitrost katalize, preprostost izolacije in razpolovni čas v telesu (Turanli-Yildiz in sod., 
2012; Van Tassel in sod., 2016).  
   
2.3 LIZINI  
2.3.1 Splošno o lizinih 
 
Lizini (mureinaze) so bakteriofagni proteini, ki so sposobni razgradnje bakterijske celične 
stene (peptidoglikana ali mureina). Sodelujejo pri litičnem ciklu fagnega razmnoževanja, 
kjer s svojim delovanjem omogočijo virusnim delcem izhod iz gostiteljske celice in s tem 
okužbo drugih celic. Prisotni so tako pri litičnih kot lizogenih fagih. Zaradi svojega 
bakteriocidnega delovanja so farmacevtsko zanimivi kot alternativa antibiotikom. 
Odlikujejo jih visoka učinkovitost, ozka specifičnost, počasen razvoj mikrobne odpornosti, 
nizka imunogenost in sposobnost delovanja na biofilme (Fischetti, 2010; Drulis-Kawa in 
sod., 2012). Običajno so veliki 25-40 kDa in so aktivni v monomerni obliki. Funkcionalno 
so sestavljeni iz dveh domen: C- terminalne vezavne in N-terminalne katalitske domene. 
Vezavna domena ima visoko afiniteto za vezavo na peptidoglikan, kar izboljša 
učinkovitost hidrolize, hkrati pa po lizi celice prepreči izločanje lizinov v ekstracelularni 
prostor, kjer bi lahko lizirali neokužene bakterijske celice. Katalitska domena cepi 
specifično vez v peptidoglikanu. Ker je ta kompleksni polimer sestavljen iz sladkorne in 
peptidne komponente, poznamo več tipov katalitskih domen, specifičnih za različne tipe 
kemijskih vezi v peptidoglikanu. Sladkorno komponento tvorijo verige izmenjujočih se 
ostankov N-acetilmuramične kisline (NAM ali MurNAc) in N-acetilglukozamina (NAG ali 
GlcNAc), peptidno pa 3-5 aminokislin dolgi peptidni mostički, ki povezujejo sladkorne 
verige. Na podlagi katalitskih domen lizine ločimo na (Fischetti, 2010):  
- N-acetilmuramidaze  
- N-acetilglukozaminidaze  
- endopeptidaze  
- N-acetilmuramoil-L-alanin amidaze  
- γ-D-glutaminil-L-lizin endopeptidaze 
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Slika 2: Prikaz strukture peptidoglikana in cepitvenih mest lizinov znotraj njega (Rodríguez-Rubio in sod., 
2016). 
 
Katalitske domene istega razreda so zaradi svoje vloge evolucijsko ohranjene med 
različnimi lizini. Po drugi strani so vezavne domene tiste, ki tem proteinom dajo vrstno 
specifičnost za gostitelja, zato niso homologne med lizini, ki so litični za različne 
bakterijske vrste. Vezavna domena prepoznava določene molekule v peptidoglikanu, kot so 
ogljikovi hidrati in teihoične kisline, ki so običajno značilne le za eno bakterijsko vrsto ali 
spekter sevov znotraj nje (Loessner in sod., 2002). Lizini podedujejo vrstno specifičnost od 
faga, iz katerega izhajajo. Čeprav so običajno specifični le za določen spekter sevov 
znotraj iste bakterijske vrste, poznamo tudi lizine širokega spektra (Yoong in sod., 2004; 
O'Flaherty in sod., 2005b).  
 
2.3.2 Lizinske domene 
 
Lizini so običajno modularno urejeni, saj jih sestavljata katalitska in vezavna domena. Pri 
fagnih lizinih so bile odkrite številne domene, ki si jih delijo z drugimi proteini, kot so 
bakterijski avtolizini (Croux in García, 1991), glivni lizocimi (Fouche in Hash, 1978) in 
drugi, kar nakazuje na njihovo evolucijsko sorodnost. Ker je pri lizinih katalitska domena 
tista, ki izvaja hidrolizo peptidoglikana, je mogoče protein reducirati na to domeno in 
hkrati ohraniti njegovo litično aktivnost. Horgan in sod. (2008) so potrdili to domnevo pri 
lizinu LysK. LysK je sicer vseboval tri domene: CHAP, amidaza-2 in SH3b (predstavljene 
spodaj). Pripravili so delecijske mutante LysK, tako da je vsaka vsebovala le eno domeno. 
Z encimogramskim testom aktivnosti so ugotovili, da je domena CHAP ohranila litično 
aktivnost, drugi dve domeni pa ne. Z natančnejšo konstrukcijo delecijskih mutant so 
pokazali, da domena CHAP ni smela biti krajša od 162 in ne daljša od 200 aminokislin. Pri 
testu aktivnosti z živimi stafilokoknimi celicami, kjer so merili zmanjšanje OD600 ob 
dodatku lizina v določeni časovni enoti, so ugotovili, da je imela domena CHAP dvakrat 
večjo aktivnost kot nativni LysK. S tem so pokazali, da lahko posamezna domena izkazuje 
večjo aktivnost od lizina divjega tipa. To ima posledice za klinično uporabo lizinov, saj so 
zaradi svoje velikosti potencialno imunogeni. Ker se z zmanjšanjem velikosti 
protibakterijske učinkovine lahko zmanjša njena imunogenost, je uporaba posameznih 
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domen lizinov smiselna (Crumpton, 1974). Spodaj so predstavljene nekatere izmed domen, 
ki se pojavljajo pri lizinih. 
 
2.3.2.1 CHAP 
 
Domena CHAP (od cisteina in histidina odvisne aminohidrolaze/peptidaze) je običajno 
velika 110-140 bp, in jo najdemo pri bakteriofagih, bakterijah, arhejah in evkariontih. 
Njena funkcija je razgradnja peptidoglikana. Zanjo je značilno, da v aktivnem mestu 
vsebuje aminokislinska ostanka cistein in histidin. Pogosto jo najdemo v asociaciji z 
amidaznimi domenami in domenami tipa SH3 (Rigden in sod., 2003). 
 
2.3.2.2 Amidaza-2 
 
Domena amidaza-2 cepi amidno vez v peptidoglikanu, pri čemer sodelujeta dva histidinska 
ostanka, ki za kofaktor potrebujeta cink (Zn2+). Amidaza-2 Spada v superdružino PGRP 
(peptidoglikan prepoznavnih proteinov), kamor spadajo tako intra- kot ekstracelularni in 
transmembranski proteini (Cheng in sod., 1994; Kerff in sod., 2010). 
 
2.3.2.3 SH3 
 
SH3 (angl. »Src homology 3«) je superdružina domen, ki vežejo ligande z visoko 
vsebnostjo prolina. Pogosta je pri živalskih proteinih, ki sodelujejo pri regulaciji, 
kompartmentalizaciji in agregaciji proteinov v celici, najdemo pa jo tudi pri bakterijah 
(SH3b). Predvideni prokationtski funkciji SH3b sta regulacija metabolnih poti in vezava na 
receptorje pri evkariontskih gostiteljih. Njena funkcija pri fagnih lizinih še ni točno 
določena, sklepa pa se, da gre za vezavno domeno, specifično za peptidoglikan (Whisstock 
in Lesk, 1999).   
 
2.3.3 Delovanje lizinov pri grampozitivnih in gramnegativnih bakterijah 
 
Grampozitivne in gramnegativne bakterije se med seboj razlikujejo po zgradbi celične 
stene (peptidoglikana oziroma mureina), kar ima pomen za uporabo lizinov pri tretiranju 
bakterijskih okužb. Pri grampozivnih bakterijah je peptidoglikanska plast debela in je edina 
celična struktura poleg celične membrane, ki celico ščiti pred zunanjim okoljem. Pri 
gramnegativnih bakterijah je peptidoglikanska plast običajno tanka ter je stisnjena med 
citoplazemsko celično membrano in dodatno zunanjo lipopolisaharidno celično membrano. 
Sestava zunanjih ovojnic bakterije je pomembna, saj pridejo ob aplikaciji na bakterijsko 
kulturo lizinske molekule v stik s celično steno iz zunanje (ekstracelularne) strani. Zunanja 
celična membrana gramnegativnih bakterij namreč prepreči dostop mureinaz do 
peptidoglikana, kar onemogoči hidrolizo in tako ne pride do smrti celic. Tak lizin torej ni 
litičen. Pri grampozitivnih bakterijah zaradi sestave njihove celične stene tega problema 
običajno ni. Zaradi tega razloga je potrebna optimizacija litičnega procesa pri 
gramnegativnih  bakterijah. Oliveira in sod. (2014) so izboljšali baktericidnost lizina na 
gramnegativne bakterije s šibkimi organskimi kislinami, to je EDTA, malata in citrata. 
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EDTA je kelator, ki veže dvovalentne kovinske ione, malat in citrat pa sta organski kislini. 
Te snovi so destabilizirale zunanjo celično membrano, s čimer so omogočile prodor lizina 
do peptidoglikana. Druga metoda za povečanje aktivnosti lizinov gramnegativnih  bakterij 
je priprava himernega proteina lizina in specifičnega peptida. Ta omogoči lizinu prehod 
prek zunanje celične membrane, s čimer pride do hidrolize peptidoglikana in smrti celic 
(Briers in sod., 2014). Obstaja tudi lizin širokega spektra LysAB2 (Liu in sod., 2011), ki 
deluje tako na grampozitivne kot gramnegativne bakterije, kar nakazuje, da ima naravno 
zmožnost prehajanja prek zunanje celične membrane.  
 
2.3.4 Imunogenost in vpliv protiteles 
 
Ena izmed neznank pri uporabi lizinov v humani medicini je njihova potencialna 
imunogenost, saj lahko zaradi svoje proteinske narave ob vstopu v telo sprožijo imunski 
odziv. To predstavlja slabost v primerjavi z antibiotiki, ki zaradi svoje majhnosti običajno 
niso imunogeni. Mogoč je tudi pojav stranskih učinkov. Trenutno obstaja le peščica 
kliničnih raziskav o lizinih (ClinicalTrials.gov, 2000). Jun in sod. (2013) so izvedli 
predklinično raziskavo na podganah in psih, v kateri so testirali varnost lizina SAL200, ki 
je bil specifičen za S. aureus. Ugotovili so, da enkratna (intravenozna) doza ni imela 
toksičnega vpliva na živali. Večkratno doziranje, ki je trajalo več kot deset dni, je pri psih 
povzročilo blage simptome (spremenjeno vedenje, nepravilno dihanje, bruhanje), ki pa so 
izginili po eni uri od aplikacije. Štirinajst dni po prvi dozi so zabeležili pojav protiteles 
proti SAL200, kar naj bi sovpadalo s pojavom simptomov pri testnih živalih. Iz te študije 
je razvidno, da je SAL200 postal imunogen deset dni po vsakodnevnem doziranju in da 
simptomi, ki so se pojavili, niso bili smrtonosni. To kaže, da bi se lahko SAL200 ob dovolj 
kratkem in pravilnem doziranju uporabljal brez izrazitega negativnega vpliva. Iz literature 
je znana tudi dermalna raba lizinov za zdravljenje kožnih bakterijskih okužb. Pastagia in 
sod. (2011) so pripravili kremo, ki je vsebovala lizin ClyS, in so jo uporabili za topikalno 
zdravljenje kožne okužbe s S. aureus (MRSA) na mišjem modelu. Pokazali so, da je bil 
ClyS desetkrat uspešnejši od standardne učinkovine muciprocina, ki se uporablja za 
zdravljenje tovrstnih okužb. Čeprav je šlo za topikalni nanos lizina, so v mišjem serumu 
zaznali prisotnost protiteles proti ClyS v majhni koncentraciji, iz česar je mogoče sklepati, 
da je lizin prodrl dovolj globoko skozi kožo, da je aktiviral imunski odziv. Iz teh 
znanstvenih navedb je razvidno, da so lizini imunogeni, vendar imunski odziv ni izrazit. 
 
Proizvodnja protiteles, specifičnih za lizin, lahko predstavlja dodaten problem pri 
terapevtski rabi, saj lahko ta z vezavo na lizin nevtralizirajo njegovo aktivnost. V in vitro 
eksperimentu so Loeffler in sod. (2003) ugotovili, da je zajčji hiperimunski serum 
zmanjšal, a ne izničil aktivnosti lizina Cpl-1. Eksperiment so ponovili in vivo, in sicer na 
mišjem modelu. Najprej so miši imunizirali s Cpl-1 in potrdili prisotnost protiteles IgG, 
specifičnih za Cpl-1. Nato so miši okužili s pnevmokoki in jih po desetih urah od okužbe 
zdravili s Cpl-1. Dodatek lizina je zmanjšal koncentracijo pnevmokokov v krvi 
imuniziranih miši na raven kontrolne skupine. Iz tega je mogoče zaključiti, da protitelesa 
IgG imuniziranih miši niso vplivala na aktivnost Cpl-1 in vivo. Podoben eksperiment so 
izvedli tudi Rashel in sod. (2007), ki so ugotovili, da je njihov lizin MV-L uspešno 
pozdravil okužbo miši z MRSA in da kljub prisotnosti protiteles v imuniziranih miših ta 
niso vplivala na aktivnost lizina na gostiteljski sev. Te študije torej nakazujejo, da 
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proizvodnja protiteles v sklopu imunskega odgovora telesa ne vpliva bistveno na 
baktericidno aktivnost lizinov.  
 
2.3.5 Bakterijska odpornost proti lizinom 
 
Zaradi narave evolucije je pridobitev bakterijske odpornosti proti terapevtikom neizogibna. 
Tako kot antibiotiki so tudi lizini nagnjeni k temu procesu. Hitrost pridobitve odpornosti je 
odvisna od pomembnosti tarčne molekule baktericidnega agensa za preživetje bakterije in 
obrambne sposobnosti gostitelja za inaktivacijo protimikrobne učinkovine (Drulis-Kawa in 
sod., 2012). Schuch in sod. (2002) so raziskali, kako hitro Bacillus anthracis razvije 
odpornost proti lizinu PlyG ter antibiotikoma novobiocinu in streptomicinu. Eksperiment 
so izvedli tako, da so paralelno testirali aktivnost PlyG in antibiotikov na gostiteljski sev 
RSVF1 (Bacillus anthracis) v tekočih kulturah in na agarnih ploščah. V desetih ponovitvah 
poskusa jim je uspelo pridobiti mutante, odporne proti antibiotikom, na PlyG pa ne. Enake 
rezultate so dobili tudi, ko so RSVF1 podvrgli kemijski mutagenezi z metansulfonat etil 
estrom (EMS), namen česar je bil pospešitev pridobitve odpornosti. Iz tega so zaključili, da 
PlyG verjetno napada ključno komponento peptidoglikana, zaradi česar je bila pridobitev 
odpornosti gostitelja tako počasna. Yun in sod. (2013) tudi po tridesetkratni zaporedni 
izpostavitvi S. aureus subletalnim koncentracijam lizina SAL200 niso pridobili odpornih 
mutant. Te ugotovitve kažejo, da bi lahko lizini zaradi počasnejšega razvoja mikrobne 
odpornosti imeli daljši klinični staž kot antibiotiki. Pridobitev odpornosti lizinov v 
primerjavi s fagi še ni bila raziskana, mogoče pa je sklepati, da bo v primeru, da lizin 
napada evolucijsko ohranjeno molekulsko tarčo v peptidoglikanu, omenjeni proces 
počasnejši kot pri fagih, pri katerih je protimikrobno delovanje večstopenjsko in 
dolgotrajnejše zaradi narave njihovega razmnoževanja, zaradi česar je možnost za 
pridobitev odpornosti večja (Drulis-Kawa in sod., 2012). 
 
2.3.6 Sinergija z antibiotiki 
 
Iz literature so znani primeri souporabe lizinov in antibiotikov, namen česar je povečati 
učinkovitost kombinacije bakteriocidov v primerjavi s posameznimi učinkovinami. 
Sinergija je mogoča, kadar tarčne bakterije niso hkrati odporne proti uporabljenima 
antibiotiku in lizinu (ali fagu; Allen in sod., 2017). Djurković in sod. (2005) so odkrili, da 
lizin Cpl-1 deluje sinergistično z gentamicinom in penicilinom na seve Streptococcus 
pneumoniae z različno odpornostjo proti penicilinu. Ustrezna kombinacija lizina in 
antibiotika je izkazovala povečano aktivnost v primerjavi z antibiotikom samim, tudi kadar 
je bil bakterijski sev odporen proti uporabljenemu antibiotiku. Becker in sod. (2008) so 
pokazali sinergistično delovanje lizina LysK in lizostafina na seve S. aureus. Sinergija 
lizinov in antibiotikov ima pozitivne implikacije za klinično rabo obeh tipov 
protibakterijskih učinkovin, saj omogoča večjo učinkovitost spojin ob souporabi in 
zmanjša možnost za nastanek odpornih bakterijskih sevov. 
 
2.3.7 Lizini in biofilmi 
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Lizini so sposobni delovanja na bakterijske biofilme. Biofilm je kompleksna večcelična 
skupnost ene ali več bakterijskih vrst, ki jo obdaja zunajcelični matriks. Ta bakterije ščiti 
pred zunanjimi vplivi in lahko zmanjša aktivnost baktericidnih agensov (Lopez in sod., 
2010). Znano je, da so bakterijski biofilmi pomemben dejavnik pri razvoju bolnišničnih 
okužb in s tem povezanih kroničnih bolezni (Bryers, 2009) ter v prehrambni industriji 
(Srey in sod., 2013). Učinkovitost lizina pri eliminaciji biofilmov je odvisna od 
sposobnosti penetracije biofilmskih plasti, kemijske sestave biofilma in procesivnosti 
proteina. Shen in sod. (2013) so primerjali baktericidnost lizina PlyC in antibiotikov na 
planktonske kulture in biofilme Streptococcus pyogenes. Ugotovili so, da so bili PlyC in 
antibiotiki primerljivo toksični za planktonske celice glede na minimalno inhibitorno 
koncentracijo, razlika pa se je pojavila pri biofilmih, kjer so antibiotiki izgubili svojo 
učinkovitost in so bile bakterije efektivno odporne proti njim, PlyC pa je ohranil večino 
svoje aktivnosti. Sass in Bierbaum (2007) sta razvila lizina phi11 in phi12, ki sta ju 
testirala na biofilme sevov S. aureus in S. epidermidis. phi12 ni izražal hidrolitične 
aktivnosti na biofilme nobenega seva. Po drugi strani je phi11 eliminiral biofilm seva S. 
aureus s podobno učinkovitostjo kot lizostafin, ki je bil uporabljen kot pozitivna kontrola; 
na biofilm S. epidermidis ni imel vpliva. Avtorja sta predvidevala, da je bila 
nekonsistentnost eliminacije biofilmov pri phi11 posledica različne kemijske sestave 
biofilmov pri uporabljenih bakterijskih vrstah. Iz navedenega je razvidno, da so lizini 
zmožni delovati na biofilme, vendar je njihova aktivnost pogojena z različnimi dejavniki, 
in da je sposobnost eliminacije biofilmov zaradi njihove kompleksne narave treba ugotoviti 
za vsak lizin posebej. 
 
2.3.8 Inženiring lizinov 
 
Inženiring proteinov je veda, ki se ukvarja z optimizacijo proteinskih lastnosti, kot so 
aktivnost, specifičnost, topnost, temperaturna odpornost, ohranitev aktivnosti v ekstremnih 
pogojih (pH, ionska jakost) in lažja bioprocesna izolacija. To se lahko stori na več načinov: 
z zamenjavo ali dodatkom aminokislin v aminokislinskem zaporedju proteina, s 
posttranslacijsko modifikacijo ali z dizajnom himernih oziroma fuzijskih proteinov. Med 
najpogostejše modifikacije spada heksahistidinska oznaka, ki se doda proteinu za lažjo 
izolacijo iz bioprocesne brozge. Inženiring lizinov se v največji meri izvaja na nivoju 
domen in celotnih proteinov. Schmelcher in sod. (2011) so pripravili himere iz posameznih 
domen dveh lizinov (vezavne in katalitske) ter njihovih fragmentov. Ugotovili so, da je 
določena kombinacija domen vodila v trikratno povečanje aktivnost himere glede na 
nativni encim. S kombinacijo različnih vezavnih domen so lahko povečali specifičnost 
himere. Podvojitev vezavne domene je vodila v petdesetkratno povečanje afinitete himere 
za substrat. Z zamenjavo in različnimi kombinacijami domen (in njihovih fragmentov) so 
tako pridobili različne lizine, ki so imeli izboljšane lastnosti glede na protein divjega tipa, 
tako glede aktivnosti kot glede specifičnosti. Lukacik in sod. (2012) so sestavili fuzijski 
protein, ki je izkoristil molekularni mehanizem bakterijskega toksina pesticina in 
proteinskega transporterja FyuA, ki omogoča prehod prvega prek zunanje celične 
membrane pri Yersinii pestis, ki je gramnegativna bakterija. Fuzijski protein je bil 
sestavljen iz lizocima faga T4 (lizina) in domene pesticina, ki je bila odgovorna za vezavo 
na FyuA. Na ta način so omogočili transport fuzijskega proteina prek zunanje celične 
membrane, kar je vodilo v hidrolizo peptidoglikana s strani lizocima T4 in smrt celic.  
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Rodríguez-Rubio in sod. (2016) so razvili artilizin – himerni protein protistreptokoknega 
lizina λSa2lys in polikationskega peptida PCNP. Izkazoval je dvakrat večjo litičnost od 
nativnega λSa2lys, pri čemer je ohranil njegovo specifičnost. Hkrati se je povečal njegov 
razpon delovanja pri različnih pH in ionskih jakostih. Te ugotovitve kažejo na to, da je 
racionalni dizajn močno orodje pri razvoju lizinov, saj omogoča občutno izboljšavo teh 
proteinskih protimikrobnih učinkovin in s tem večjo viabilnost za zdravljenje bakterijskih 
okužb pri klinični rabi. 
 
2.3.9 Lizini v biotehnologiji 
 
V literaturi so opisani številni lizini, ki so specifični za bakterijske patogene pri človeku, 
živalih in rastlinah. Zaradi razmeroma nedavnega znanstvenega zanosa pri njihovem 
raziskovanju in razvoju obstaja na trgu malo komercialno dostopnih lizinov. Eden izmed 
njih je StaphefektTM, kožna krema, ki vsebuje lizin in se uporablja dermalno za zdravljenje 
kožnih bolezni, povezanih s S. aureus (Herpers in sod., 2014). Intravenoznih lizinskih 
zdravil še ni na voljo. Glede na dosedanje znanstvene objave možna uporaba lizinov 
vključuje: diagnostiko in zdravljenje bakterijskih okužb pri človeku, rastlinah in živalih 
(Fischetti, 2010), razvoj transgenih rastlin, odpornih proti fitopatogenom (Wittmann in 
sod., 2016) ter detekcijo in odstranitev patogenov v hrani (Callewaert in sod., 2011). 
Proces razvoja se bistveno ne razlikuje od razvoja katerekoli zdravilne učinkovine, ima pa 
zaradi njihove proteinske narave svoje značilnosti. Ta proces v grobem obsega: 
 
1. izolacijo bakteriofagov, specifičnih za želenega gostitelja, iz okoljskih vzorcev, 
2. pridobitev gena za lizin iz fagnega genoma, 
3. vstavitev gena v ekspresijski sistem z uporabo tehnologij rekombinantne DNK, 
4. produkcijo lizina v bioprocesu, 
5. izolacijo lizina z bioseparacijskimi procesi, 
6. ugotovitev varnosti in aktivnosti lizina s predkliničnimi in kliničnimi študijami, 
7. prenos proizvodnje iz laboratorijske na industrijsko skalo. 
 
Izražanje lizinov običajno poteka v heterolognem gostitelju. Za produkcijo želenega lizina 
je treba najprej pridobiti njegov gen, ki se ga tipično izolira iz naravnih ali komercialno 
dostopnih fagov. Fage najdemo v istih okoljih kot njihove bakterijske gostitelje, na primer 
pri P. acnes (Liu in sod., 2015) jih lahko izoliramo iz kožnih foliklov, pri S. epidermidis pa 
iz kože ali okuženih medicinskih vsadkov (Scheifer in Kloos, 1975). Izolirane fage v 
laboratoriju namnožimo z uporabo gostiteljskih bakterijskih sevov. Gen za iskani lizin 
pridobimo s sekvenciranjem in anotacijo fagnega genoma, ki razkrije predvideni gen glede 
na prisotne evolucijsko ohranjene domene. Ko poznamo nukleotidno sekvenco gena in 
bližnjih nukleotidov, ga lahko namnožimo z metodo PCR (verižna reakcija s polimerazo), 
pri kateri uporabimo ustrezne oligonukleotidne začetnike, ali s kemijsko sintezo. 
Pridobljeni lizinski gen je tako pripravljen za kloniranje v ekspresijski vektor. Ekspresijski 
vektor je krožni genski konstrukt, ki poskrbi za učinkovito in stabilno gensko izražanje v 
ekspresijskem organizmu (Bainbridge, 1987). Izbira vektorja lahko olajša izolacijo 
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produkta po bioprocesu prek označbe proteina z molekularnimi oznakami, kot je 
heksahistidinska oznaka. Usmerimo lahko tudi izražanje proteina: citoplazemsko, 
periplazemsko ali ekstracelularno. Namen ekspresijskega vektorja je zagotovitev čim 
večjega donosa aktivnega proteina. Plazmidni vektor z vstavljenim lizinskim genom 
vstavimo v ekspresijski (heterologni) organizem, v katerem se v bioprocesu protein izraža. 
Izbira organizma je odvisna od biokemijskih lastnosti in namena uporabe molekule. Za 
izražanje proteinov se uporabljajo: bakterije, glive, rastline in živalske celične linije 
(insektne, sesalske itd.) Lizini se najpogosteje izražajo v bakterijah, natančneje v E. coli 
(Loessner in sod., 2002; Djurkovic in sod., 2005; Sass in Bierbaum, 2006) in Lactococcus 
lactis (O'Flaherty in sod., 2005b), manj pa v kvasovkah (Khatibi in sod., 2014) in rastlinah 
(Kovalskaya in sod., 2016). Razlog je v tem, da so bakterijski produkcijski sistemi dobro 
poznani, omogočajo visoke donose in so ekonomsko ugodni. Poleg tega so primerni, ker 
lizini ne vsebujejo posttranslacijskih sprememb, kot je glikozilacija, zaradi katerih bi bila 
potrebna uporaba evkariontskih gostiteljev (Adrio in Demain, 2009). Eden izmed pogostih 
problemov izražanja v bakterijah je agregacija proteinov v skupke, imenovane inkluzijska 
telesca, do katerih pride zaradi prekomernega izražanja. V takem primeru je treba uvesti 
korak redukcije proteinske frakcije in ponovne naturacije, s čimer povzročimo 
fragmentacijo inkluzijskih telesc. Ker ta korak povzroči izgubo proteina, je nezaželen, zato 
se nastanku inkluzijskih telesc poskušamo izogniti s spremembo parametrov izražanja, na 
primer z znižanjem temperature (Giorgiou in Valax, 1996). Po končanem bioprocesu se 
tarčni protein izolira iz bioprocesne brozge z bioseparacijskimi tehnikami do želene 
čistosti. Njihov namen je s čim boljšim izkoristkom pridobiti čim večjo količino proteina, 
pri čemer je pomembna tudi ohranitev strukturne in katalitske integritete proteina (Janson, 
2007). Pri izolaciji lizinov se najpogosteje uporabljajo različni tipi kromatografij v 
kombinaciji s koraki spiranj, celične lize, centrifugiranja in filtracije. Med 
kromatografskimi tehnikami prednjači metalo-kelatna afinitetna kromatografija, s katero je 
mogoče v prvem koraku protein izolirati do najmanj 90 % čistosti (Loessner in sod., 2002; 
Sass in Bierbaum, 2006; Rashel in sod., 2007). Za dosego večje čistosti proteina se v 
laboratorijih poslužujejo kombinacij afinitetne z velikostno izključitveno, reverzno-fazno 
ali ionsko kromatografijo (Lukacik in sod., 2012; Proença in sod., 2014). Očiščeni protein 
je tako mogoče uporabiti za nadaljnje študije. 
 
2.3.9.1 Primer bakterijskega izražanja  
 
Kot je bilo zgoraj omenjeno, so bakterije najpogostejši heterologni gostitelji za izražanje 
rekombinantnih lizinov. Lizin LysK je bil izoliran iz komercialno dostopnega 
stafilokoknega faga K (O'Flaherty in sod., 2005b). Bil je fag širokega spektra (polivalentni 
fag), saj je inhibiral rast devetih bakterijskih vrst rodu Staphylococcus, med katere so 
spadali tako koagulaza-pozitivni kot koagulaza-negativni stafilokoki (O'Flaherty in sod., 
2005a). Fagni genom, dolg 127 kb, so O'Flaherty in sod. (2004) sekvencirali in anotirali. 
Pri anotaciji genoma so identificirali gen za lizin z dvema amidaznima domenama. Ker je 
bil gen prekinjen z intronom, so izolirali fagno RNK in iz nje sintetizirali komplementarno 
DNK (cDNK), s čimer so pridobili gensko sekvenco brez introna. Z verižno reakcijo s 
polimerazo (PCR) so sekvenco lizina namnožili in klonirali v ekspresijski vektor 
pNZ8408. Za potrditev pravilnosti sekvence so plazmid vstavili v E. Coli XL-1 Blue in ga 
nato prenesli v Lactococcus lactis NZ9800, kjer so protein izražali. Tekočo kulturo L. 
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lactis z vstavljenim ekspresijskim vektorjem so gojili do srednje logaritemske faze, 
inducirali produkcijo LysK z nisinom in kulturo gojili še nadaljnje štiri ure. Po požetju so 
bakterijske celice sprali in jih lizirali s fizikalno lizo s kroglicami. Pri tej metodi se celice 
razbijejo tako, da se požeti kulturi dodajo inertne kroglice mikronske velikosti in vsebina 
stresa na specializiranem stresalniku (homogenizatorju) v 3-5 korakih z vmesnim 
hlajenjem na ledu. Nato so celice centrifugirali in ohranili supernatant, s čimer so odstranili 
ostanke celic in celičnih komponent, niso pa se znebili manjših molekul, kot so celični 
proteini, nukleinske kisline in lipidi. Tako pridobljeni grobi celični lizat nagojene kulture 
so uporabili za nadaljnje študije LysK. Da bi preverili aktivnost LysK (grobega celičnega 
lizata) na izbrane stafilokokne seve, so testirali njegovo sposobnost tvorbe litičnih con v 
stafilokoknih kulturah na agarnih ploščah. Litičen je bil za vse testirane seve, torej je 
izkazoval aktivnost čeprav ni bil izoliran iz celičnega lizata. Uporabljeni stafilokokni sevi 
so bili isti kot pri raziskavi O'Flahertya in sod. (2005a), torej je LysK ohranil 
polivalentnost faga K, iz katerega je bil izoliran.  
 
2.3.9.2 Primer rastlinskega izražanja  
 
Rastline ponujajo nekatere prednosti v primerjavi z drugimi produkcijskimi sistemi, kot so 
bakterije, kvasovke ali sesalske celične linije. Med te spadajo: nizka začetna finančna 
investicija in ekonomsko ugodno vzdrževanje rastlin, visok donos in kakovost proteina, 
sposobnost glikozilacije, majhna možnost kontaminacije produkta (s prioni, virusi ali 
onkogeni), varnost in preprostost uporabe sistema. Po drugi strani njihove omejitve 
vključujejo: variiranje izražanja transgena med rastlinami ali rastlinskimi deli, odsotnost 
standardiziranih in hitrih metod za izolacijo proteinov iz rastlin zaradi relativno nove 
pojavnosti te tehnologije, specifičnost izolacijskih metod za posamezne rastlinske vrste 
zaradi vsebovanih hormonov, sekundarnih metabolitov in drugih snovi ter zagotavljanje 
biovarnosti s preprečevanjem prenosa peloda iz transgene na divje rastline (Yao in sod., 
2015; Dirisala in sod., 2017). Iz literature je znanih nekaj primerov izražanja lizinov s 
pomočjo te še razmeroma neizkoriščene tehnologije. 
 
Kovalskaya in sod. (2016) so v svoji študiji za produkcijo lizina CP933 uporabili tobak 
(Nicotiana benthiana). Prvotno je bil njihov namen izražanje CP933 v E. coli, vendar se je 
ta izkazal za toksičnega za več uporabljenih sevov. Ker je bil CP933 izoliran iz faga, 
specifičnega za E. coli, lahko sklepamo, da je prišlo do lize celic ob izražanju lizina. 
Avtorji članka so poskušali tudi z izražanjem v dveh sevih, ki sta bila prirejena za toksične 
proteine, vendar je bila količina pridobljenega proteina zanemarljiva, zato so se raje 
odločili za izražanje v rastlinah. Za izražanje gena v tobaku so uporabili vektorja pP2C2S 
in pGD107 s C-terminalno heksahistidinsko oznako, ki sta zagotovila prehodno izražanje 
gena. Ta način izražanja gena je v nasprotju s stabilnim preprostejši za uporabo in 
omogoča večji donos. Njegova omejitev je v tem, da se gen ne inkorporira v rastlinski 
genom in se zato ne prenese v naslednjo generacijo. Ob začetnem testiranju so avtorji 
članka ugotovili, da je bil CP933 toksičen za rastlino. Ta problem so rešili tako, da so 
proteinu N-terminalno pripeli signalni peptid PPI-I, ki je usmeril njegovo izražanje v 
vakuolo. Murray in sod. (2002) so pokazali, da je na ta način mogoče proizvajati toksične 
proteine v rastlinah. Ekspresijska vektorja s cp933 so vstavili v rastline tobaka prek 
agroinfiltracije z bakterijo Agrobacterium tumefaciens. Transgene rastline so gojili pri 27 
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°C s fotoperiodo osemnajstih ur svetlobe in šestih ur teme. Po 7-10 dneh od inokulacije 
rastlin so izvedli izolacijo CP933 s spiranjem, centrifugiranjem, sterilizacijo s filtriranjem, 
afinitetno kromatografijo s stacionarno fazo Ni-NTA (specifično za heksahistidinsko 
oznako) in dializo. Test aktivnosti izoliranega CP933 so izvedli pri dveh bakterijskih 
vrstah: E. coli in Clavibacter michiganensis. Slednja je grampozitivna bakterija, ki 
povzroča krompirjevo obročkasto gnilobo. Ugotovili so, da je CP933 inhibiral rast C. 
michiganensis za 18 %, rasti E. coli pa ni inhibiral, kar je bilo v nasprotju s pričakovanji, 
saj je bil CP933 izoliran iz faga E. coli. Zunanja celična membrana lahko prepreči dostop 
lizina do peptidoglikana pri gramnegativnih bakterijah, kar rezultira v negativen test 
aktivnosti. Rahla, a statistično značilna, inhibitorna aktivnost CP933 na C. michiganensis 
je morda posledica nespecifičnega delovanja lizina na peptidoglikan. Avtorji članka so se 
soočali s problemi pri izražanju CP933 že od začetka, saj se je ta izkazal za toksičnega pri 
izražanju v E. coli in citoplazemskem izražanju v tobaku. Ob preusmeritvi izražanja v 
vakuole je toksičnost izginila, saj rastline niso kazale bolezenskih simptomov, vendar pa je 
bil donos proteina majhen (0,16 mg/g rastlinskega tkiva). Iz literature so znani primeri pri 
gramnegativnih mureinazah, ki so C-terminalno vsebovale  kationske protimikrobne 
peptidne sekvence (lizocim T4; Düring in sod., 1999). Avtorji raziskave niso preverili, ali 
CP933 vsebuje tovrstne sekvence, a so ugotovili, da je CP933 pozitivno nabit protein. 
Zaradi pozitivnega naboja bi lahko prišlo do interakcij z negativno nabito celično 
membrano, kar bi lahko imelo škodljiv vpliv tako na bakterijske kot rastlinske celice. 
Nespecifična toksičnost CP933 bi tako lahko bila vzrok majhnemu donosu proteina. 
Čeprav avtorji raziskave niso uspeli vzpostaviti rastlinskega sistema z visokim donosom 
CP933 in dokazati aktivnosti CP933 za gostiteljski sev, so pokazali, da je produkcija 
lizinov v rastlinah mogoča. Hkrati študija kaže, da so lizini lahko toksični za širok spekter 
organizmov, kar je treba vzeti v obzir pri izbiri ekspresijskega sistema, in da so lahko 
lizini, specifični za gramnegativne, večji izziv kot tisti, specifični za grampozitivne 
bakterije. 
 
2.3.9.3 Kemijska sinteza  
 
Kemijska sinteza predstavlja novo, razvijajočo se tehnologijo proizvodnje proteinov, ki ne 
temelji na biotehnološki, temveč na biokemijski znanosti. Omogoča proizvodnjo proteinov 
prek zaporednih kemijskih reakcij brez uporabe organizmov ali celičnih linij. S tem se 
izniči potreba po standardnih biotehnoloških praksah, kot sta priprava ekspresijskih 
vektorjev in izražanje proteina v ekspresijskem sistemu. Tako sinteza in vitro, kot sinteza 
rekombinantnih produktov v heterolognem organizmu dajeta visoke donose in omogočata 
zamenjavo aminokislin v aminokislinskem zaporedju proteinov. Kljub temu 
rekombinantna pot pogosto vodi v proteinsko agregacijo, ki omejuje visok donos pravilno 
zvitih encimov, hkrati pa je število možnih modifikacij proteina omejeno z genetskim 
kodom. Po drugi strani je kemijska sinteza hitra, omogoča avtomatizacijo in se lahko 
prilagodi tako, da se olajša izolacija produkta. Poleg tega se pri njej lahko poleg 
standardnih aminokislin genetskega koda uporabi katerakoli kemijsko ustrezna molekula, 
kar bistveno poveča možnosti pri dizajnu proteinov (Nilsson in sod., 2010). Njeno 
omejitev lahko predstavljajo posttranslacijske spremembe proteinov, kot sta glikozilacija in 
acetilacija, ki so pomembne za delovanje nekaterih evkariontskih encimov. 
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Najpogostejša strategija sinteze proteinov je z uporabo trdnih nosilcev, na katere so 
imobilizirani sintetizirajoči se peptidi. Ti se sintetizirajo z zaporednimi reakcijami 
dodajanja aminokislin na obstoječi peptid. Pri tem morajo biti aminske, karboksilne in 
stranske funkcionalne skupine aminokislin zaščitene. Tvorba peptidne vezi se sproži z 
odstranitvijo zaščitnih molekul iz aminske in karboksilne funkcionalne skupine pri reakciji 
sodelujočih aminokislin. Glavna omejitev te strategije je kratka maksimalna dolžina 
proizvedenega peptida, ki znaša okrog 40 aminokislin (Nilsson in sod., 2010). Kljub temu 
je mogoča sinteza daljših peptidov. V ta namen je treba peptid razdeliti na kratke segmente 
dolžine 30-40 aminokislin, ki se jih sintetizira v segmente na zgoraj navedeni način. 
Celoten peptid se pridobi s kondenzacijo sintetiziranih segmentov v tekoči raztopini. Med 
najdaljše tako proizvedene peptide spada prekurzor za GFP (zeleni fluorescirajoči protein), 
ki je bil dolg 238 aminokislin (Nishiuchi in sod., 1998). Durek in sod. (2007) so na 
podoben način sintetizirali humani lizocim. Lizocim je muramidaza, ki napada 
grampozitivne bakterije. Soroden je lizinom, a ne spada med bakteriofagne encime, saj ga 
proizvajajo živali, med njimi tudi človek. V tej študiji so avtorji sestavili 130 aminokislin 
dolgi lizocim iz štirih segmentov, dolgih približno 30 aminokislin. Po sintezi so izvedli in 
vitro zvijanje polipeptida in ga učinkovito očistili z RP-HPLC (reverzno fazna tekočinska 
kromatografija visoke ločljivosti). Test aktivnosti sintetiziranega lizocima na bakterijo 
Micrococcus lysodeikticus je pokazal, da je lizocim uspešno liziral celice in da je bila 
njegova aktivnost primerljiva s komercialno dostopnimi inačicami lizocima. 
 
Glede na trenutne omejitve te tehnologije je kemijska sinteza fagnih lizinov težka oziroma 
nemogoča, saj so ti običajno večji od 200 aminokislin. Mogoča pa bi bila sinteza njihovih 
domen, ki so običajno velike 100-200 aminokislin in lahko izkazujejo boljše lastnosti od 
nativnih encimov, s čImer ta tehnologija predstavlja viabilno alternativo heterolognemu 
izražanju lizinov. Hkrati stalne izboljšave na tem področju napovedujejo, da bo v 
prihodnosti mogoča sinteza daljših peptidov na hitrejši in enostavnejši način.  
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3 MATERIALI IN METODE 
 
V tem poglavju so predstavljeni materiali, metode in laboratorijska oprema, ki smo jih 
uporabili pri laboratorijskem delu. 
 
3.1 MATERIALI 
3.1.1 Kemikalije 
 
V preglednici 1 so prikazane kemikalije, ki smo jih uporabili pri laboratorijskem delu. 
 
Preglednica 1: Preglednica s kemikalijami 
 
Kemikalija Proizvajalec 
kalcijev klorid dihidrat (CaCl2 x H2O) Merck (Nemčija) 
glicerol Merck (Nemčija) 
natrijev klorid (NaCl) Merck (Nemčija) 
agaroza (Seakem® LE Agarose) Lonza (Švica) 
natrijev dodecil sulfat (SDS) Merck (Nemčija) 
agar Fluka Analytical (Švica) 
kvasni ekstrakt Biolife (Italija) 
tripton Biolife (Italija)  
fenol – kloroform – izoamilalkohol v razmerju 25:24:1 Sigma Aldrich (ZDA)  
kloroform Merck (Nemčija)  
absolutni etanol Merck (Nemčija)  
baza Tris Merck (Nemčija)  
borova kislina Merck (Nemčija)  
EDTA Merck (Nemčija)  
etidijev bromid Sigma Aldrich (ZDA)  
želatina Sigma Aldrich (ZDA)  
magnezijev sulfat (MgSO4) Merck (Nemčija)  
izopropil β-D-1 tiogalaktopiranozid (IPTG) Fermentas (Litva)  
ditiotreitol (DTT) Sigma Aldrich (ZDA)  
Coomassie Brilliant blue R250 Thermo Scientific (ZDA)  
2-merkaptoetanol Merck (Nemčija)  
bromofenol modro Serva (Nemčija)  
APS (amonijev persulfat) Pharmacia Biotech (Švedska)  
ddH2O Thermo Scientific (ZDA)  
natrijev acetat (CH3COONa) Sigma Aldrich (ZDA)  
TEMED (tetrametiletilendiamin) Carl Roth (Nemčija)  
NaOH Merck (Nemčija)  
glicin Merck (Nemčija)  
ledocetna kislina Merck (Nemčija)  
izopropanol Merck (Nemčija)  
 
3.1.2 Gojišča  
 
Za gojenje bakterij in namnožitev fagov smo uporabljali naslednja gojišča.  
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Tekoče gojišče BHI (možgansko-srčni infuzijski bujon) 
Zatehtali smo 37 g BHI, dopolnili z dH2O do 1 L in avtoklavirali pri 121 °C in tlaku 1,1 
bar 15 min. Po avtoklaviranju smo gojišče shranili pri 4 °C do uporabe. 
 
Poltrdno gojišče BHI (možgansko-srčni infuzijski bujon) 
Zatehtali smo 37 g BHI in 7 g agarja ter dopolnili z dH2O do 1 L. Gojišče smo 
avtoklavirali pri 121 °C in 1,1 bar 15 min ter shranili v vodni kopeli pri 60 °C do uporabe. 
Gojišča nismo shranjevali več kot 1 dan. 
 
Trdno gojišče BHI (možgansko-srčni infuzijski bujon) 
Zatehtali smo 37 g BHI, 5 g kvasnega ekstrakta, 2,5 g glukoze in 15 g agarja, dopolnili z 
dH2O do 1 L ter avtoklavirali pri 121 °C in 1,1 bar 15 min. Po avtoklaviranju smo gojišče 
ohladili na 60 °C, dodali antibiotik furazolidon do končne koncentracije 6 µg/mL in vlili v 
alikvotih po 20 mL na petrijevke. Ohlajene plošče smo shranili pri 4 °C do uporabe. 
 
Tekoče gojišče TSB (soja kazein bujon) 
Zatehtali smo 30 g TSB in dopolnili z dH2O do 1 L. Gojišče smo avtoklavirali pri 121 °C 
in 1,1 bar 15 min ter shranili pri 4 °C do uporabe. 
 
Poltrdno gojišče TSA (soja kazein agar) 
Zatehtali smo 30 g TSB in 7 g agarja ter dopolnili z dH2O do 1 L. Gojišče smo 
avtoklavirali pri 121 °C in 1,1 bar 15 min ter shranili v vodni kopeli pri 60 °C do uporabe. 
Gojišča nismo shranjevali več kot 1 dan. 
 
Trdno gojišče TSA (soja kazein agar) 
Zatehtali smo 30 g TSB in 12 g agarja ter dopolnili z dH2O do 1 L. Gojišče smo 
avtoklavirali pri 121 °C in 1,1 bar 15 min. Po avtoklaviranju smo gojišče ohladili na 60 °C 
in vlili v alikvotih po 20 mL na petrijevke.  Ohlajene plošče smo shranili pri 4 °C do 
uporabe. 
 
Tekoče gojišče LB (Luria Bertani) 
Zatehtali smo 10 g triptona, 5 g kvasnega ekstrakta in 10 g NaCl, dopolnili z dH2O do 1 L 
ter avtoklavirali na 121 °C in tlaku 1,1 bar 15 min. Po avtoklaviranju smo gojišče shranili 
pri 4 °C do uporabe. 
 
Trdno gojišče LB (Luria Bertani) 
Zatehtali smo 10 g triptona, 5 g kvasnega ekstrakta, 10 g NaCl, in 15 g agarja, dopolnili z 
dH2O do 1 L ter avtoklavirali pri 121 °C in 1,1 bar 15 min. Po avtoklaviranju smo gojišče 
ohladili na 60 °C in vlili v alikvotih po 20 mL na petrijevke. Pri pripravi trdnih gojišč z 
antibiotiki smo antibiotik (ampicilin - 100 µL/mL ali kanamicin - 30 µL/mL) gojišču 
dodali, ko se je shladilo na 60 °C.  Ohlajene plošče smo shranili pri 4 °C do uporabe. 
 
Trdno gojišče HA (hranljivi agar)  
Zatehtali smo 23 g HA in 12 g agarja ter dopolnili z dH2O do 1 L. Gojišče smo 
avtoklavirali pri 121 °C in 1,1 bar 15 min. Po avtoklaviranju smo gojišče ohladili na 60 °C 
in vlili v alikvotih po 20 mL na petrijevke. Ohlajene plošče smo shranili pri 4 °C do 
uporabe. 
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3.1.3 Pufri 
 
Solno-magnezijev pufer (SM) za P. acnes 
Pripravili smo 20 mM Tris-HCl (pH=7,5), 0,1 M NaCl, 60 mM MgSO4 in 0,01 % želatine 
ter dopolnili z dH2O do 200 mL. Pufer smo filtrirali skozi 0,22 µm filter in avtoklavirali pri 
121 °C in 1,1 bar 15 min. Po avtoklaviranju smo ga ohladili in alikvotirali po 50 mL. 
Shranili smo ga pri 4 °C do uporabe. 
 
Solno-magnezijev pufer (SM) za S. epidermidis 
Pripravili smo 50 mM Tris-HCl (pH=7,5), 0,1 M NaCl, 8 mM MgSO4 in 0,01 % želatine 
ter dopolnili z dH2O do 200 mL. Pufer smo filtrirali skozi 0,22 µm filter in avtoklavirali pri 
121 °C in 1,1 bar 15 min. Po avtoklaviranju smo ga ohladili in alikvotirali po 50 mL. 
Shranili smo ga pri 4 °C do uporabe. 
 
Fiziološka raztopina (0,9 % NaCl) 
Zatehtali smo 9 g NaCl, dopolnili z dH2O do 1 L in avtoklavirali pri 121 °C in tlaku 1,1 bar 
15 min. Po avtoklaviranju smo pufer shranili pri 4 °C do uporabe. 
 
10-kratni pufer TBE (Tris-boratni pufer)  
Zatehtali smo 107,8 g Tris, 55 g borove kisline in 6 g EDTA ter dopolnili z dH2O do 1 L. 
Pripravljen pufer smo prefiltrirali skozi 0,22 μm filter in shranili na sobni temperaturi do 
uporabe.  
 
Pufer Tris-HCl 
Zatehtali smo 121,14 g Tris, dopolnili z dH2O do 1 L in avtoklavirali pri 121 °C in tlaku 
1,1 bar 15 min. Po avtoklaviranju smo pufer shranili pri 4 °C do uporabe. 
 
15 % (v/v) glicerol  
Odmerili smo 15 mL glicerola, dopolnili z dH2O do 100 mL ter avtoklavirali pri 121 °C in 
tlaku 1,1 bar 15 min. Po avtoklaviranju smo pufer shranili pri 4 °C do uporabe. 
 
Pufer za kompetentne celice (0,1 M CaCl2) 
Zatehtali smo 14,7 g CaCl2 x H2O, dopolnili z dH2O do 1 L ter avtoklavirali pri 121 °C in 
tlaku 1,1 bar 15 min. Po avtoklaviranju smo pufer shranili pri 4°C do uporabe. 
 
Ekstrakcijski pufer za lizine 
Pri požetju celic po izražanju lizinov smo uporabili ekstrakcijski pufer z 20 mM Tris-HCl 
(pH = 7,5) in 10 mM merkaptoetanol. Pripravili smo ga tako, da smo 48 mL dH2O dodali 2 
mL 1 M Tris-HCl s pH = 7,5. Raztopino smo avtoklavirali pri 121 °C in tlaku 1,1 bar 15 
min in ji dodali 70 µL 14 M merkaptoetanola ter shranili pri 4 °C do uporabe. 
 
10-kratni pufer Tris-glicin za SDS-PAGE (angl. »running buffer«) 
Zatehtali smo 30,3 g baze Tris in 144 g glicina ter dopolnili z dH2O do 1000 mL. Pri 
elektroforezi smo v elektroforetsko banjico dodali 500 mL 10-krat redčenega pufra. 
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6-kratni nalagalni pufer za vzorce za SDS-PAGE (angl. »sample treatment buffer«) 
 
Za nalaganje vzorcev pri SDS-PAGE smo uporabili 6-kratni nalagalni pufer, katerega 
sestava je prikaza v preglednici 2.  
 
Preglednica 2: Sestava 6-kratnega nalagalnega pufra pri SDS-PAGE 
 
Reagent Končna koncentracija Volumen ali masa 
0,5 M Tris-Cl, pH=6,8     0,35 M 7 mL 
SDS 0,35 M 1 g 
Glicerol 30 % v/v 3 mL 
DTT 0,6 M 0,93 g 
Bromofenol modro 0,175 mM 1,2 mg 
 
3.1.4 Antibiotiki 
 
Pri delu z antibiotiki smo uporabili različne antibiotike (preglednica 3). Furazolidon smo 
uporabljali pri trdnih gojiščih BHI za gojenje P. acnes, antibiotika kanamicin in ampicilin 
pa smo uporabljali za plazmidno selekcijo pri E. coli v tekočih in trdnih gojiščih. 
Antibiotike smo pripravili v založnih koncentracijah, raztopljene v dH2O, in filtrirane skozi 
filter z velikostjo por 0,22 µm. Shranili smo jih v alikvotih pri -20 °C do uporabe. 
 
Preglednica 3: Uporabljeni antibiotiki pri delu z bakterijami 
 
Antibiotik Proizvajalec Založna koncentracija Končna koncentracija 
furazolidon Sigma Aldrich (ZDA) 1 mg/mL 6 µg/mL 
kanamicin Sigma Aldrich (ZDA) 10 mg/mL 30 µg/mL 
ampicilin Sigma Aldrich (ZDA) 100 mg/mL 100 µg/mL 
 
3.1.5 Encimi 
3.1.5.1 Restriktaze 
 
Za cepitev plazmidne DNK in pomnožkov PCR smo uporabili restriktaze, prikazane v 
preglednici 4, v skladu z navodili proizvajalca. Pri dvojnih cepitvah smo uporabili 
kombinacijo 2 restriktaz. Hkratna uporaba 2 restriktaz v reakcijski mešanici je bila mogoča 
pri encimih FastDigest, pri ostalih pa smo zaradi neskladnosti pripadajočih restrikcijskih 
pufrov morali reakcijsko mešanico po prvi cepitvi očistiti s kompletom High Pure PCR 
isolation kit (Roche) in nato izvesti drugo cepitev. 
 
Preglednica 4: Restriktaze, uporabljene pri inverznem PCR in kloniranju lizinov v vektor 
 
Restriktaza Mesto cepitve Pufer Proizvajalec Namen uporabe 
BamHI 
FastDigest 
5' G↓GATCC 3'  
3' CCTAG↑G 5'  
 
FastDigest Thermo Scientific 
(ZDA) 
Kloniranje, inverzni 
PCR 
HindIII 
FastDigest 
5' A↓AGCTT 3'  
3' TTCGA↑A 5'  
FastDigest Thermo Scientific 
(ZDA) 
Kloniranje 
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Nadaljevanje preglednice 4 
Restriktaza Mesto cepitve Pufer Proizvajalec Namen uporabe 
KpnI 
FastDigest 
5' GGTAC↓C 3'  
3' C↑CATGG 5'  
 
FastDigest Thermo Scientific 
(ZDA) 
kloniranje 
NotI  5' GC↓GGCCGC 3'  
3' CGCCGG↑CG 5'  
 
O Fermentas (Litva) kloniranje 
SacI 
FastDigest 
5' GAGCT↓C 3'  
3' C↑TCGAG 5'  
 
FastDigest Thermo Scientific 
(ZDA) 
kloniranje 
XmnI 
FastDigest 
5' GAANN↓NNTTC 3'  
3' CTTNN↑NNAAG 5'  
 
FastDigest Thermo Scientific 
(ZDA) 
kloniranje 
AluI 
FastDigest 
5' AG↓CT 3'  
3' TC↑GA 5'  
 
FastDigest Thermo Scientific 
(ZDA) 
Inverzni PCR 
HaeIII 
FastDigest 
5' GG↓CC 3'  
3' CC↑GG 5'  
 
FastDigest Thermo Scientific 
(ZDA) 
Inverzni PCR 
HhaI 
FastDigest 
5' GC↓GC 3'  
3' CG↑CG 5'  
 
FastDigest Thermo Scientific 
(ZDA) 
Inverzni PCR 
HindIII 5' A↓AGCTT 3'  
3' TTCGA↑A 5'  
 
R Thermo Scientific 
(ZDA) 
Inverzni PCR 
NheI 5' G↓CTAGC 3'  
3' CGATC↑G 5'  
 
B Promega (ZDA) Inverzni PCR 
PstI 5' CTGCA↓G 3'  
3' G↑ACGTC 5'  
 
H Promega (ZDA) Inverzni PCR 
RsaI 
FastDigest 
5' GT↓AC 3'  
3' CA↑TG 5'  
 
FastDigest Thermo Scientific 
(ZDA) 
Inverzni PCR 
XbaI 5' T↓CTAGA 3'  
3' AGATC↑T 5'  
 
Tango Thermo Scientific 
(ZDA) 
Inverzni PCR 
XhoI 5' C↓TCGAG 3'  
3' GAGCT↑C 5'  
 
R Thermo Scientific 
(ZDA) 
Inverzni PCR 
XmaI 5' C↓CCGGG 3'  
3' GGGCC↑C 5'  
Cfr9I Thermo Scientific 
(ZDA) 
Inverzni PCR 
 
3.1.5.2 Ligaza 
 
Za ligacijo produktov po cepitvi smo uporabili ligazo T4 s pripadajočim pufrom T4 
(Thermo Scientific). Pri uporabi smo sledili navodilom proizvajalca. 
 
3.1.5.3 Polimeraze 
 
Pri verižni reakciji s polimerazo (PCR) smo uporabili polimerazi Taq in Phusion v skladu z 
navodili proizvajalca. S polimerazo Taq smo pomnožili lizinske gene fagov P. acnes in S. 
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epidermidis, medtem ko smo s polimerazo Phusion pridobili pomnožka za pQE-114 in 
pMAL-114 pri stafilokoknem fagu StphK, kjer je bila zaradi velike dolžine pomnožkov 
zaželjena večja natančnost polimeraze.   
 
3.1.5.4 Ostali encimi 
 
Proteinazo K (Thermo scientific, ZDA) smo uporabili pri izolaciji fagne DNK iz fagnega 
lizata, v skladu z navodili proizvajalca. Alkalno fosfatazo (Thermo scientific, ZDA) smo 
uporabili pri enojni cepitvi pMAL-114-p in nativnega vektorja pMAL-C5X, v skladu z 
navodili proizvajalca. 
 
3.1.6 Standardi za ugotavljanje velikosti DNK in proteinskih fragmentov 
 
Za ugotavljanje velikosti DNK fragmentov na agaroznem gelu smo uporabljali DNK 
standard (GeneRuler 1 kb DNA Ladder, Thermo Scientific (ZDA)). Za ugotavljanje 
velikosti proteinskih fragmentov pri SDS-PAGE smo uporabljali proteinski standard 
(PageRuler Plus Prestained Protein Ladder, Thermo Scientific (ZDA)). Omenjene 
standarde smo uporabljali v skladu z navodili proizvajalca. 
 
3.1.7 Oligonukleotidni začetniki 
 
Oligonukleotidne začetnike smo dizajnirali s pomočjo prostodostopnega orodja Multiple 
Primer Analyzer (Thermo Fischer Scientific). Njihovo sintezo je izvedlo podjetje 
Microsynth AG (Švica). Po navodilih proizvajalca smo jih raztopili z ddH2O do založne 
koncentracije 100 µM.  
 
3.1.7.1 Degenerirani oligonukleotidni začetniki  
 
Pri iskanju lizinskih genov fagov P. acnes smo pri PCR uporabili degenerirane 
oligonukleotidne začetnike, predstavljene v preglednici 5 (Kovač, 2015).  
 
Preglednica 5: Degenerirani oligonukleotidni začetniki za PCR pri fagih P. acnes. Legenda: R=A ali G; 
W=A ali T; Y=C ali T 
 
Ime 
oligonukleotidne
ga začetnika 
Degenerirano nukleotidno zaporedje 
oligonukleotidnega začetnika (smer 5'-
3') 
Relativno mesto začetka 
podaljševanja 
oligonukleotidnega 
začetnika (bp) 
Dolžina 
(bp) 
F1 GTGAGRTWYATTCCWGCRGCGCA 1 23 
R1 TCACTTTTTYAAAYCGTTGA 838 20 
F2 TGCCCGGATGTGGGGTTTCCGTC 76 23 
R2  GACAAYTGTTTAATCTGAT 638 19 
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3.1.7.2 Inverzni PCR  
 
V preglednici 6 so predstavljeni oligonukleotidni začetniki, ki smo jih uporabili pri 
inverznem PCR.  
 
Preglednica 6: Oligonukleotidni začetniki, uporabljeni pri inverznem PCR 
 
Ime oligonukleotidnega 
začetnika 
Nukleotidno zaporedje oligonukleotidnega začetnika 
(smer 5'-3') 
Dolžina (bp) 
IPBR GGGCATGCCAACCAATCGTAG 21 
IPBF GGTTTCCGTGGGACAGGTTTATGG 24 
 
3.1.7.3 Lizini v vektorju pMAL-C5X 
 
V preglednici 7 so prikazani oligonukleotidni začetniki za lizinske gene stafilokoknega 
faga K pri kloniranju v vektor pMAL-C5X. Oligonukleotidna začetnika za lizin 114 (F114-
pmal_3 in R114-pmal), sta vsebovala prepoznavna mesta za BamHI, oligonukleotidna 
začetnika za lizin 154 (F154-pmal in R154-pmal) prepoznavna mesta za XmnI in BamHI, 
oligonukleotidna začetnika za lizina 156 (F156-pmal in R156-pmal) pa prepoznavna mesta 
za NotI in BamHI. Pri lizinih 114 in 156 smo prvotno dizajnirali oligonukleotidne 
začetnike s prepoznavnimi mesti za XmnI in BamHI (F114_pmal_1 in F156_pmal_1), a se 
je pri cepitvi pomnožkov PCR izkazalo, da XmnI reže znotraj njih, zato smo morali izbrati 
oligonukleotidne začetnike z drugimi prepoznavnimi mesti. Ponovno smo morali 
dizajnirati tudi oligonukleotidne začetnike za pMAL-114 za enojno cepitev z BamHI 
(F114_pmal_3), saj nam s prvotnimi, ki so bili narejeni za cepitev z NotI in BamHI 
(F114_pmal_2), ni uspelo pridobiti pomnožka. 
 
Preglednica 7: Oligonukleotidni začetniki za lizinske gene pri kloniranju v vektor pMAL-C5X 
 
Ime 
oligonukleotidnega 
začetnika 
Nukleotidno zaporedje oligonukleotidnega začetnika (smer 5'-3') Dolžina (bp) 
F114_pmal_1 GGTGGAAGGATTTCACGTAGAATAAGAAGACCTAAG 36 
F114_pmal_2 GGTGGCGGCCGCCGTAGAATAAGAAGACCTAAG 33 
F114_pmal_3 GGTGGGATCCCGTAGAATAAGAAGACCTAA 30 
R114_pmal GGTGGGATCCTTATTTCTTATCGTAAATGAA 31 
F154_pmal GGTGGAAGGATTTCAGCTAAGACTCAAGCAGAAATA 36 
R154_pmal GGTGGGATCCTTATTTACCCGTGTGCCAAGC 31 
F156_pmal_1 GGTGGAAGGATTTCAAGTGCTAGTGATGCTCAATTC 36 
F156_pmal_2 GGTGGCGGCCGCAGTGCTAGTGATGCTCAATTC 33 
R156_pmal GGTGGGATCCCTATTTGAATACTCCCCAGGC 31 
3.1.7.4 Lizini v vektorju pQE-80L 
 
V preglednici 8 so prikazani oligonukleotidni začetniki za lizinske gene stafilokoknega 
faga K pri kloniranju v vektor pQE-80L. Oligonukleotidna začetnika za lizin 114 
(F114_pqe in R114_pqe) sta vsebovala prepoznavna mesta za endonukleazi KpnI in 
HindIII, oligonukleotidni začetniki za lizina 154 in 156 (F154_pqe, R154_pqe, F156_pqe 
in R156_pqe) pa prepoznavna mesta za SacI in HindIII. 
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Preglednica 8: Oligonukleotidni začetniki za lizinske gene pri kloniranju v vektor pQE-80L 
 
Ime 
oligonukleotidneg
a začetnika 
Nukleotidno zaporedje oligonukleotidnega začetnika (smer 5'-
3') 
Dolžina (bp) 
F114_pqe GGTGGGTACCCGTAGAATAAGAAGACCTAAG 31 
R114_pqe GGTGAAGCTTTTATTTCTTATCGTAAATGAA 31 
F154_pqe GGTGGAGCTCGCTAAGACTCAAGCAGAAATA 31 
R154_pqe GGTGAAGCTTTTATTTACCCGTGTGCCAAGC 31 
F156_pqe GGTGGAGCTCAGTGCTAGTGATGCTCAATTC 31 
R156_pqe GGTGAAGCTTCTATTTGAATACTCCCCAGGC 31 
3.1.8 Komercialni kompleti 
 
Pri delu s plazmidno DNK in pomnožki PCR smo si pomagali s komercialnimi kompleti.  
Komplet »High Pure Plasmid Isolation Kit« (Roche, Švica) smo uporabili za izolacijo 
plazmidne DNK iz celičnih lizatov transformant E. coli, kompleta »High Pure PCR 
Isolation Kit« (Roche, Švica) in »QIAquick PCR purification kit« (Qiagen, Nemčija) pa za 
čiščenje pomnožkov lizinskih genov po izvedenem PCR ter inaktivacijo cepitvenih 
mešanic pri inverznem PCR in kloniranju lizinov v vektor. Pri uporabi kompletov smo 
sledili navodilom proizvajalca. 
 
3.1.9 Bakterijski sevi 
 
Pri našem delu smo uporabljali bakterijske seve E. coli, S. epidermidis in P. acnes. Seve E. 
coli smo pridobili od komercialnih proizvajalcev, seve S. epidermidis je izolirala Stevović 
B. (2015), sev P. acnes pa Štokelj M. (2015). V preglednici 9 so navedeni uporabljeni sevi, 
njihov genotip, izvor in namen uporabe.  
 
Preglednica 9: Uporabljeni bakterijski sevi E. coli, S. epidermidis in P. acnes 
 
Sev z oznako Genotip Izvor oziroma 
proizvajalec 
Namen 
E. coli Top10 F– mcrA Δ(mrr-hsdRMS-mcrBC) 
Φ80lacZΔM15 ΔlacX74 recA1 araD139 
Δ(ara leu) 7697 galU galK rpsL 
(StrR) endA1 nupG 
- Potomka seva K-12 
Invitrogen (ZDA) Izražanje lizinov 
E. coli Er2523 huA2 [lon] ompT gal sulA11 R(mcr-
73::miniTn10--TetS)2 [dcm] R(zgb-
210::Tn10--TetS) endA1 D (mcrC-
mrr)114::IS10 
- Potomka seva BL21 
New England 
Biolabs (ZDA) 
Izražanje lizinov 
S. epidermidis 
SeC2 
/ Bojana Stevović 
(2015) 
Namnožitev fagov 
in test aktivnosti 
S. epidermidis 
SeC4 
/ Bojana Stevović 
(2015) 
Test aktivnosti 
S. epidermidis 
SeC8 
/ Bojana Stevović 
(2015) 
Test aktivnosti 
P. acnes PaA1 / Maja Štokelj (2015) Namnožitev fagov 
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3.1.10 Bakteriofagi 
 
V sklopu magistrske naloge smo uporabljali štiri različne bakteriofage (v nadaljevanju 
fage): trije so pripadali P. acnes (F5, F6 in E1) in eden S. epidermidis (StphK). Fage P. 
acnes je izolirala Maja Štokelj (2015), fage S. epidermidis pa Bojana Stevovič (2015). 
Omenjeni trije fagi P. acnes so bili izbrani, ker so imeli najširši in najmočnejši litični 
spekter med triindvajstetimi izoliranimi fagi. Po morfologiji so pripadali družini 
Siphoviridae (Štokelj, 2015). Stafilokokni fag K (StphK) je bil izoliran iz komercialnega 
pripravka Intestiphage in je bil prepoznan kot močan litičen fag. Morfološko je pripadal 
družini Myoviridae. Njegov genom je bil v obliki linearne dvojnoverižne DNK (dsDNK), 
velikosti 145,5 kb. Fag ni vseboval gena za integrazo, torej je šlo za litični fag (Stevović, 
2015). 
 
3.1.11 Plazmidni vektorji 
 
Lizinske gene smo klonirali v dva različna ekspresijska vektorja: pQE-80L (Qiagen, 
Nemčija) in pMAL-C5X (New England Biolabs, ZDA).  
 
3.1.11.1 pQE-80L 
 
Vektor pQE-80L (slika 3A) je proizvod podjetja Qiagen (Nemčija) in omogoča 
heterologno izražanje genov v E. coli. Velik je 4541 bp in vsebuje promotor T5, 
poliklonsko mesto, terminator transkripcije lambda t0, gen za represor lacI in kanamicinsko 
odpornost (KanR) ter ORI. Poliklonsko mesto vsebuje cepitvena mesta za restriktaze: 
BamHI, SacI, KpnI, XmaI, SalI, PstI in HindIII. Pred poliklonskim mestom se nahaja 
genska sekvenca za heksahistidinsko oznako, ki se pri translaciji prevede v N-terminalno 
oznako na proteinu. To omogoči izolacijo proteina z uporabo metalo-afinitetne 
kromatografije z Ni-NTA. Predvideno število kopij na celico je 15-20 (The 
QIAexpressionist™, 2003). 
 
3.1.11.2 pMAL-C5X  
 
Vektor pMAL-C5X (slika 3B) je proizvod podjetja New England Biolabs (ZDA), ki se 
uporablja za citoplazemsko izražanje proteinov v E. coli. Velik je 5677 bp. Predvideno 
število kopij na celico je 25-50. Zasnovan je tako, da se ob izražanju tvori fuzijski protein 
kloniranega proteina in MBP (maltoza-vezavnega proteina). MBP poveča topnost 
rekombinantnega proteina, hkrati pa omogoča njegovo izolacijo prek afinitetne 
kromatografije z amilozno stacionarno fazo. Po izolaciji je mogoče rekombinantni protein 
s proteazo odcepiti od MBP in ga tako pridobiti v čisti obliki. Sestavni elementi vektorja 
so: promotor Ptac, malE (gen za MBP), prepoznavno mesto za proteazo Xa, poliklonsko 
mesto, terminator transkripcije, gen za ampicilinsko odpornost (bla) in represor lacI ter 
ORI (pMAL Protein Fusion & Purification System, 2015). 
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Slika 3: Shema plazmidnih vektorjev pQE-80L s kanamicinsko odpornost (A) in pMAL-C5X z ampicilinsko 
odpornost (B) (The QIAexpressionist™, 2003; pMAL Protein Fusion & Purification System, 2015). 
 
3.1.12 Komercialno pridobljena DNK faga lambda 
 
Pri pozitivni kontroli cepitve smo uporabili DNK faga lambda (DNA lambda, Thermo 
Scientific (ZDA)). 
 
3.1.13 Cirkonij/silicijeve kroglice za fizikalno lizo celic s kroglicami 
 
Cirkonij/silicijeve kroglice za fizikalno lizo celic s kroglicami smo pripravili tako, da smo 
v 2-mL centrifugirke Eppendorf zatehtali 0,4 g kroglic s premerom 0,5 mm (velikih) in 0,4 
g kroglic s premerom 0,1 mm (majhnih). Centrifugirke Eppendorf z dodanimi kroglicami 
smo avtoklavirali pri 121 °C in tlaku 1,1 bar 15 min. Shranili smo jih na sobni temperaturi 
do uporabe. 
 
3.2 LABORATORIJSKA OPREMA IN LABORATORIJSKI PRIPOMOČKI 
3.2.1 Seznam laboratorijske opreme 
 
- avtoklav (Kambič, A-21CAV) 
- čista komora (Biosan, DNA/RNA UV Cleaner UVC/T-M-AR) 
- elektronska tehtnica (Scaltec, SAC51) 
- hladilnik 4 °C (Gorenje), zamrzovalnik -20 °C (Gorenje), zamrzovalna komora -86 
°C (Forma Scientific) 
- hlajena centrifuga (Hettich, Mikro200R) 
- hlajena centrifuga (Sigma, 2K15) 
- homogenizator (Precellys 24, Bertin Instruments) 
- inkubator (I-205) 
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- laminar (Scholzen Technik) 
- ledomat (Scotsman, AF80) 
- mikrovalovna pečica (Sharp, R-202) 
- namizna centrifuga (Eppendorf, MiniSpinplus) 
- naprava za PCR (Bio-Rad, MyCycler Thermal Cycler) 
- naprava za PCR (GeneAmp PCR System 2700, Applied Biosystems) 
- sistem za dokumentacijo gelov (Bio-Rad, GelDoc 1000) 
- spektrofotometer (Novaspec) 
- stresalnik (Tehtnica Železniki, RUI-403) 
- termoblok (Biosan, CH-100) 
- termostat (Sutjeska) 
- usmernik za elektroforezo (Bio-Rad, PowerPac basic) 
- vodna kopel (Tehtnica, Digital Water Bath 6 liters) 
- vrtinčnik (GrantBio, PV-1) 
 
3.2.2 Seznam laboratorijskih pripomočkov 
 
- 0,5 mm in 0,1 mm cirkonij/silicijeve kroglice za fizikalno lizo s kroglicami 
(Biospec) 
- 1,5 mL centrifugirke (Brand) 
- 1,5 mL krioepruvete 
- 15 in 50 mL centrifugirke (ThermoScientific) 
- 5 mL epruvete 
- avtomatske pipete (Eppendorf, Thermoscientific) in nastavki za pipete (Brand) 
- banjice za elektroforezo (Bio-Rad) 
- generator anaerobne atmosfere (anaerobna vrečka za P. acnes (BioMérieux))  
- laboratorijska steklovina (Duran, Brand) 
- laboratorijski plašč (Laguna) 
- parafilm (Brand) 
- petrijeve plošče premera 90 mm (Labortehnika, Golias) 
- plastične cepilne zanke (Labortehnika, Golias) 
- pribor za tehtanje 
- rokavice (KimberlyClark) 
- steklena hokejka 
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3.3 METODE 
3.3.1 Namnoževanje fagov 
3.3.1.1 Namnoževanje fagov P. acnes 
 
Fage P. acnes smo namnožili z metodo plakov (angl. »plaque assay«). Posamezen fag smo 
inkubirali z gostiteljskim bakterijskim sevom, pri čemer smo izkoristili lastnost faga, da se 
razmnožuje znotraj bakterijskih celic. Za namnožitev fagov F5, F6 in E1 smo uporabili 
bakterijski sev PaA1 (P. acnes). Sev PaA1, ki je bil shranjen v 15 % glicerolu pri -80 °C, 
smo revitalizirali, tako da smo ga inokulirali na ploščo BHI z dodanim furazolidonom v 
koncentraciji 6 µg/mL  (v nadaljevanju BHI+F) in inkubirali anaerobno za 72 ur pri 37 °C. 
Po inkubaciji smo kulturo na plošči poželi z 2 mL tekočega gojišča BHI in redčili z BHI do 
OD600 = 0,250. Fage F5, F6 in E1, ki so bili shranjeni v 15 % glicerolu pri -80 °C, smo 
odtalili na ledu. Pripravili smo redčitve fagov od 10-1 do 10-6 v pufru SM za P. acnes v 2 
paralelkah. 500 µL kulture PaA1 in 100 µL posamezne redčitve faga smo združili s 5 mL 
poltrdnega gojišča BHI, segretega na 60 °C. Vsebino smo premešali z obračanjem in razlili 
na plošče BHI+F. Z rahlim kroženjem plošč po podlagi smo poskrbeli za enakomerno 
porazdelitev fagno-bakterijske mešanice in počakali, da se je poltrdno gojišče strdilo. 
Plošče smo inkubirali anaerobno za 72 ur pri 37 °C. Po trodnevni inkubaciji smo prešteli 
plake na števnih ploščah. Plaki so indikacija za prisotnost faga in so jasno vidne čistine v 
konfluentni rasti bakterije na trdnem gojišču. Iz števila plakov na ploščah z različnimi 
redčitvami faga smo po formuli (1) izračunali titer izhodiščne raztopine faga (v PFU/mL; 
angl. »Plaque forming unit/mL«), ter ugotovili, pri kateri redčitvi faga se pojavi 
konfluentna pojavnost plakov na ploščah. To redčitev (10-4) smo uporabili za namnožitev 
faga z metodo plakov, saj smo pri njej pričakovali največji izplen faga. Fage smo poželi 
tako, da smo na plošče s konfluentno pojavnostjo plakov dodali 3 mL pufra SM za P. 
acnes, jih ovili s parafilmom in inkubirali na sobni temperaturi s stresanjem 120 obr./min 
za 24 ur. Pufer SM smo iz plošč prenesli v 15 mL falkonko in centrifugirali 10 min pri 
9000 x g. Supernatant smo filtrirali s filtrom z velikostjo por 0,22 µm. Nazadnje smo tako 
pripravljeni fagni raztopini (fagnemu lizatu) določili titer z metodo plakov po istem 
protokolu kot zgoraj opisano. Fagni lizat smo shranili pri 4 °C do uporabe. 
 
N = C*R/V                                         ... (1) 
 
N - koncentracija bakteriofagov (PFU/mL)  
C - povprečje števila plakov v paralelkah  
R – uporabljena redčitev  
V - volumen vzorca v mL 
 
3.3.1.2 Namnoževanje fagov S. epidermidis 
 
Namnoževanje fagov S. epidermidis je potekalo po podobnemu protokolu kot pri fagih P. 
acnes, a z nekaj spremembami. Za namnožitev stafilokoknega faga K (v nadaljevanju 
StphK) smo uporabili sev SeC2 (S. epidermidis), ki je bil shranjen v 15 % glicerolu pri -80 
°C. Revitalizirali smo ga z inokulacijo na ploščo TSA in aerobno inkubacijo za 24 ur pri 37 
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°C. Naslednji dan smo kulturo na plošči poželi z 1 mL tekočega gojišča TSB in redčili s 
TSB do OD600 = 0,147. Fag StphK, ki je bil shranjen v 15 % glicerolu pri -80 °C, smo 
odtalili na ledu in pripravili redčitve od 10-1 do 10-6 v 2 paralelkah v pufru SM za S. 
epidermidis. Sledila je združitev 100 µL kulture SeC2 in 100 µL posamezne redčitve faga 
v epruveti s 5 mL poltrdnega gojišča TSA, segretega na 60 °C. Vsebino smo premešali z 
obračanjem in razlili na plošče TSA. S rahlim kroženjem plošč po podlagi smo poskrbeli 
za enakomerno porazdelitev fagno-bakterijske mešanice in počakali, da se je poltrdno 
gojišče strdilo. Plošče smo inkubirali aerobno 24 ur pri 37 °C. Naslednji koraki so bili 
enaki kot pri namnoževanju fagov P. acnes, s tem, da so bile inkubacije aerobne, da smo 
namesto gojišča BHI uporabljali TSA in da je bil uporabljeni pufer SM, specifičen za S. 
epidermidis.   
 
3.3.2 Izolacija fagne DNK 
 
Fagno DNK smo izolirali s fenol-kloroformno ekstrakcijo in etanolno precipitacijo. 
Fagnemu lizatu smo dodali 0,5 M EDTA do končne koncentracije 0,1 M, 20 % SDS do 
končne koncentracije 0,5 % in 10 mg/mL proteinaze K do končne koncentracije 1 mg/mL. 
Mešanico smo smo inkubirali v vodni kopeli 2 uri pri 56 °C. Tej raztopini smo dodali 
mešanico fenol:kloroform:izoamilalkohol (25:24:1) v razmerju 1:1, nežno pomešali in 
centrifugirali 15 min pri 3200 x g. Previdno smo odpipetirali vodno (zgornjo) fazo, jo 
prenesli v svežo falkonko in ponovno dodali mešanico fenol:kloroform:izoamilalkohol 
(25:24:1) v razmerju 1:1, nežno pomešali in centrifugirali 15 min pri 3200 x g. Previdno 
smo odpipetirali vodno fazo, jo prenesli v svežo falkonko in dodali kloroform v razmerju 
1:1, nežno pomešali in centrifugirali 10 min pri 6000 x g. Po centrifugiranju smo odvzeli 
vodno fazo, jo prenesli v svežo falkonko in dodali 1/10 volumna 3 M natrijevega acetata in 
2 volumna hladnega etanola, nežno pomešali in inkubirali 1 uro pri -20 °C. Po inkubaciji 
smo vzorec centrifugirali pri 4 °C 20 min 14000 x g, Pelet smo sprali z 200 µL hladnega 
80 % etanola in pomešali z nežnim tapkanjem. Sledilo je centrifugiranje 10 min pri 14000 
x g. Zavrgli smo supernatant in pelet posušili na zraku (nekaj minut). Tako pridobljeno 
DNK smo resuspendirali v 10 mM Tris (pH=7,5) in njeno ustreznost preverili z agarozno 
gelsko elektroforezo. 
 
3.3.3 Agarozna gelska elektroforeza 
 
Agarazno gelsko elektroforezo smo uporabljali za velikostno ločevanje vzorcev DNK, ki 
so nastali pri cepitvi, ligaciji, PCR in izolaciji fagne ter plazmidne DNK. Za ločbo smo 
pripravili 0,8 % (w/v) agarozni gel. V erlenmajerico smo dodali 0,8 g agaroze in dopolnili 
s 0,5 x pufrom TBE do 100 mL. Raztopino smo zavreli v mikrovalovni pečici, da se je 
agaroza poponoma raztopila. Počakali smo, da se je raztopina ohladila na približno 60 °C 
in jo vlili v model za agarozni gel z glavničkom. Po približno 20 min smo strjeni gel 
prenesli v elektroforetsko banjico s svežim 0,5 x pufrom TBE, tako da je bil gel v celoti 
potopljen v pufru. Odstranili smo glavniček iz strjenega gela. Gel je bil tako pripravljen za 
nalaganje vzorcev. Vsakemu vzorcu smo dodali 6-kratni nalagalni pufer (6x DNA Loading 
dye; Thermo Scientific, ZDA) z redčenjem do 1-kratne končne koncentracije in premešali 
s pipetiranjem. Vzorce smo previdno nanesli v luknjice glavnička v gelu. Volumen 
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naloženih vzorcev je bil 5 µL pri pomnožkih PCR in fagni DNK ter 10 µL pri vzorcih 
cepitve, ligacije in plazmidni DNK. Za primerjavo dolžine DNK v vzorcih smo uporabili 
standardno lestvico DNK (1 kb GeneRuler). Elektroforeza je potekala pri 100 V (6,67 
V/cm) 60 min. Po končani elektroforezi smo gel 10 min barvali v etidijevem bromidu. 
Sledilo je razbarvanje v dH2O 20 min. Gel smo slikali s sistemom za dokumentacijo gelov 
GelDoc 1000 (Bio-Rad). 
 
3.3.4 Verižna reakcija s polimerazo (PCR) z uporabo degeneriranih 
oligonukleotidnih začetnikov pri fagih P. acnes 
 
Da bi pridobili genske sekvence za lizine fagov P. acnes (F5, F6 in E1), smo izvedli PCR, 
pri katerem smo uporabili degenerirane oligonukleotidne začetnike. Pri tem tipu 
oligonukleotidnih začetnikov njihova sekvenca ni točno določena, saj imajo na določenih 
mestih nukleotidne polimorfizme. Njihov namen je pomnožitev genov, katerih sekvenca ni 
natančno znana, saj omogočajo večji razpon prileganja na matrično DNK kot standardni 
oligonukleotidni začetniki. Na voljo smo imeli 4 različne degenerirane oligonukleotidne 
začetnike (F1, F2, R1 in R2), od katerih sta 2 imela usmeritev 5'-3' in 2 v 3'-5' smeri. 
Preizkusili smo jih v različnih medsebojnih kombinacijah - za vsak fag so bile torej 
mogoče 4 kombinacije. Reakcijska mešanica za PCR je predstavljena v preglednici 10, 
program PCR pa v preglednici 11. Pri negativni kontroli PCR smo namesto matrične 
dodali enak volumen ddH2O. 
 
Preglednica 10: Reakcijska mešanica za PCR z degeneriranimi oligonukleotidnimi začetniki pri fagih P. 
acnes 
 
Reagent Končna koncentracija v mešanici 
Polimerazni pufer 10x DreamTaq  1x 
25 mM MgCl2 2 mM 
mešanica deoksinukleotidtrifosfatov (dNTP) 0,25 mM 
Oligonukleotidni začetnik 1 0,63 µM 
Oligonukleotidni začetnik 2 0,63 µM 
Polimeraza Taq 0,05 U/µL 
Matrična DNK 1 µL 
ddH20 Do 25 µL 
 
Preglednica 11: Program PCR z degeneriranimi oligonukleotidnimi začetniki pri fagih P. acnes 
 
Stopnja Število ciklov Temperatura  Čas 
Začetna denaturacija 1 95 °C 5 min 
Denaturacija  
35 
95 °C 30 s 
Stopnja naleganja oligonukleotidnih začetnikov 43 °C 60 s 
Podaljševanje verige 72 °C 60 s 
Končno podaljševanje verige 1 72 °C 5 min 
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3.3.5 Sekvenciranje pomnožka PCR E1-22 in analiza sekvence 
 
Da bi potrdili, ali je pomnožek PCR E1-22 lizinski gen, smo ga poslali na sekvenciranje na 
podjetje GATC Biotech (Švica), kjer uporabljajo sekvenciranje po Sangerju. Pred tem smo 
pomnožek očistili s komercialnim kitom za čiščenje nečistoč PCR »High Pure PCR 
Isolation kit«. Pri sekvenciranju sta bila uporabljena degenerirana oligonukleotidna 
začetnika F2 in R2. Analizo sekvence smo opravili s spletnim orodjem BLAST (BLAST, 
2018), s katerim smo primerjali našo sekvenco glede na gensko podatkovno bazo. 
 
3.3.6 Inverzni PCR pri fagu E1 P. acnes 
 
Da bi pridobili celotno sekvenco gena, ki bi jo lahko uporabili za kloniranje v ekspresijski 
vektor, smo uporabili inverzni PCR. To je metoda, s katero je mogoče pridobiti neznana 
nukleotidna zaporedja, ki obkrožajo poznano sekvenco (Ohman in sod., 1990). Shema 
metode je prikazana na sliki 4. Najprej smo DNK faga E1 (v nadaljevanju gE1) s cepitvijo 
razrezali na fragmente. Pri tem smo preizkusili različne restriktaze, ki glede na svoje 
cepitveno mesto niso cepile znotraj E1-22. Tako smo pridobili veliko število fragmentov 
DNK, od katerih so nekateri vsebovali E1-22. Naslednji korak je bila ligacija DNK, pri 
kateri smo fragmente DNK povezali v krožne molekule. Zatem smo izvedli PCR in se 
nismo poslužili dodatne cepitve, s katero bi cepili fragment DNK znotraj E1-22 in ga s tem 
obrnili navzven. Ta korak ni obvezen, saj lahko polimeraza deluje na krožne molekule, 
prav tako pa lahko restriktaza cepi znotraj neznane sekvence. Pri PCR smo uporabili 
oligonuleotidna začetnika IPBR in IPBF, ki sta prilegala na matrično DNK znotraj E1-22 
in sicer tako, da je bila njuna usmeritev proti nepoznanim zaporedjem DNK, ki so 
obkrožala E1-22 v smeri 5'-3' in 3'-5'. S tem smo poskrbeli, da polimeraza ni pomnožila že 
znanega zaporedja znotraj E1-22. Razdalja med oligonukleotidnima začetnikoma na 
fragmentu DNK je pomembna, saj je polimeraza omejena v dolžini pomnožkov PCR, ki jih 
lahko proizvede. Dolžina fragmenta DNK je bila odvisna od uporabljene restrikaze in 
razdalje med njenimi cepitvenimi mesti ter poznano sekvenco. Zato je bilo potrebno 
preizkusiti več restriktaz, pri čemer je bila zaželjena tista, pri kateri nastali fragmenti DNK 
niso bili ne prekratki in ne predolgi. Vzorce, ki smo jih pridobili tokom inverznega PCR, 
smo ločili po velikosti z agarozno gelsko elektroforezo. Lise DNK, ki so nastale pri ločbi 
na agaroznem gelu, smo primerjali s standardom DNK in tako ugotovili njihovo velikost.  
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Slika 4: Potek inverznega PCR, ki vključuje cepitev, ligacijo in PCR (prirejeno po Singh in sod., 2014) 
 
3.3.6.1 Cepitev 
 
Cepitev je prvi korak pri inverznem PCR. Matrično DNK se razreže na fragmente z 
restriktazo (endonukleazo), katere prepoznavno zaporedje je dolgo 4 ali 6 bp, s čemer se 
zagotovi, da je velikost nastalih fragmentov DNK od nekaj 100 do nekaj 1000 bp. 
Restriktaze z daljšim prepoznavnim zaporedjem imajo praviloma manj cepitvenih mest v 
določeni matrični DNK. To vpliva na velikost in število nastalih fragmentov DNK. 
Uporabljene endonukleaze so bile: AluI, HaeIII, HhaI, HindIII, NheI, PstI, RsaI, XbaI, 
XhoI in XmaI (preglednica 4). Sestava reakcijske mešanice je predstavljena v preglednici 
12. Inkubacija pri cepitvi je potekala 4 ure pri 37 °C (kjer ni drugače navedeno). Po 
inkubaciji smo vzorce cepitve inaktivirali s kompletom za čiščenje pomnožkov PCR 
»QIAquick PCR Purification Kit« in izvedli agarozno gelsko elektroforezo, s katero 
fragmente DNK ločili po velikosti. Znak za uspešno cepitev je bila prisotnost večih krajših 
lis pri cepljenih vzorcih v primerjavi z necepljeno (negativno) kontrolo. Za potrditev 
metode smo najprej izvedli standardno cepitev DNK faga lambda z HindIII. Ker smo imeli 
težave z vizualiziranjem lis na agaroznih gelih pri cepitvi gE1, smo optimizirali metodo 
cepitve z osemkratnim povečanjem volumna DNK v cepitveni mešanici, ponovno izolacijo 
gE1, podaljšanjem inkubacije pri cepitvi na 24 ur in toplotno inaktivacijo produktov 
cepitve (po navodilih proizvajalca), s katero smo se želeli znebiti izgubam pri inaktivaciji s 
kompletom za čiščenje pomnožkov PCR. 
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Preglednica 12: Sestava  reakcijske mešanice pri cepitvi gE1 za inverzni PCR 
 
Reagent Volumen [µL] 
Restrikcijski pufer  2 
Endonukleaza 0,5  
Matrica – DNK faga E1 (gE1) 1  
ddH20 Do 20  
 
3.3.6.2 Ligacija  
 
Ligacija je drugi korak pri inverznem PCR, pri katerem se razrezani fragmenti DNK z 
encimom ligazo z lepljivimi konci združijo v krožne molekule. Velikost krožnih molekul 
je odvisna od velikosti DNK fragmentov, ki je nadalje odvisna od uporabljene restriktaze. 
Zaradi kompatibilnih lepljivih koncev fragmentov, ki nastanejo zaradi uporabe 1 
restriktaze, je možna tudi cirkularizacija večih fragmentov v eno samo krožno molekulo 
(intermolekularna ligacija). V našem primeru je bilo zaželjeno, da so bile krožne molekule 
sestavljene le iz 1 fragmenta DNK (intramolekularna ligacija). Ker koncentracija matrične 
DNK vpliva na frekvenco obeh tipov ligacije, smo pri nekaterih eksperimentih desetkrat 
redčili matrično DNK (produkti cepitve), s čemer smo želeli spodbuditi intramolekularno 
ligacijo. Sestava reakcijske mešanice je prikazana v preglednici 13. Inkubacija je potekala 
1 uro pri 22 °C. Produkte ligacije smo inaktivirali z inkubacijo 10 minut pri 65 °C. Ker 
smo imeli težave z vizualizacijo produktov cepitve na agaroznem gelu, produktov ligacije 
nismo nalagali na agarozni gel zaradi dodatnega desetkratnega redčenja produktov cepitve 
v ligacijski mešanici.  
 
Preglednica 13: Sestava ligacijske mešanice za inverzni PCR 
 
Reagent Volumen [µL] 
Ligazni pufer T4  1 
Ligaza T4 0,2  
Matrična DNK (vzorec iz cepitve) 1 
ddH20 Do 10 
 
3.3.6.3 PCR  
 
PCR je zadnji korak v sklopu metode inverznega PCR. Pri njem se z uporabo 
oligonukleotidnih začetnikov, ki nalegajo znotraj znanega zaporedja, pomnožijo neznane 
sekvence na krožnemu fragmentu DNK, ki ležijo na 5' in 3' strani zaporedja. Matrična 
DNK za PCR je bil produkt ligacije, torej gE1, ki smo jo z endonukleazo fragmentirali in 
fragmente povezali v krožne molekule. Sestava reakcijske mešanice je predstavljena v 
preglednici 14, program pa v preglednici 15. Vzorce PCR smo vizualizirali z agarozno 
gelsko elektroforezo. Prisotnost lis pri določenem vzorcu je pomenila, da so 
oligonukleotidni začetniki nalegali na matrično DNK, s čemer se je tvoril pomnožek PCR. 
Ker je bilo pri vzorcih prisotnih več lis, smo optimizirali metodo PCR z zvišanjem 
temperature naleganja oligonukleotidnih začetnikov na 60, 62 in 65 °C. Poskusili smo tudi 
z zmanjšanjem števila ciklov PCR na 20. 
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Preglednica 14: Reakcijska mešanica za PCR pri metodi inverznega PCR 
 
Reagent Končna koncentracija v mešanici 
Polimerazni pufer 10x DreamTaq  1x 
mešanica deoksinukleotidtrifosfatov (dNTP) 0,25 mM 
Oligonukleotidni začetnik 1 (IPBF) 0,63 µM 
Oligonukleotidni začetnik 2 (IPBR) 0,63 µM 
Polimeraza Taq 0,05 U/µL 
Matrična DNK (vzorec iz ligacije) 2 µL 
ddH20 Do 50 µL 
 
Preglednica 15: Program PCR pri metodi inverznega PCR 
 
Stopnja Število ciklov Temperatura  Čas 
Začetna denaturacija 1 94 °C 5 min 
Denaturacija  
30 
94 °C 30 s 
Stopnja naleganja oligonukleotidnih začetnikov 51 °C 60 s 
Podaljševanje verige 72 °C 3 min 
Končno podaljševanje verige 1 72 °C 10 min 
 
3.3.7 PCR za izolacijo lizinskih genov pri stafilokoknem fagu K 
 
Ker je bil genom stafilokoknega faga K (v nadaljevanju StphK) predhodno sekvenciran, je 
bilo poznano njegovo celotno nukleotidno zaporedje. Vseboval je 3 predvidene lizinske 
gene: 114, 154 in 156. Na podlagi tega smo dizajnirali 3 pare oligonukleotidnih začetnikov 
(po enega za vsak gen), ki smo jih uporabili pri PCR za izolacijo omenjenih lizinskih 
sekvenc. Pri PCR smo uporabili 2 različni polimerazi: Taq in Phusion. Reakcijska 
mešanica za PCR je predstavljena v preglednici 16, program PCR pa v preglednici 17. 
 
Preglednica 16: Reakcijska mešanica za PCR s polimerazo Taq ali Phusion lizinskih genov StphK 
 
 PCR s polimerazo Taq  PCR s polimerazo Phusion 
Reagent Končna koncentracija v 
mešanici 
Končna koncentracija v 
mešanici 
Polimerazni pufer 10x  1x pufer Taq +KCl –MgCl2  1x pufer HF Phusion 
25 mM MgCl2 2 mM / 
mešanica deoksinukleotidtrifosfatov 
(dNTP) 
0,2 mM 0,2 mM 
Oligonukleotidni začetnik 1 0,4 µM 1 µM 
Oligonukleotidni začetnik 2 0,4 µM 1 µM 
Polimeraza  0,1 U/µL (Taq) 0,02 U/ µL (Phusion) 
Matrična DNK 1 µL 1 µL 
ddH20 Do 25 µL Do 25 µL 
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Preglednica 17: Program PCR s polimerazo Taq ali Phusion za namnožitev lizinskih genov StphK 
 
 PCR s polimerazo Taq  PCR s polimerazo Phusion 
Stopnja Število 
ciklov 
Temperatura Čas Število 
ciklov 
Temperatura  Čas 
Začetna denaturacija 1 95 °C 5 min 1 98 °C 60 s 
Denaturacija  
 
30 
95 °C 30 s  
 
30 
98 °C 10 s 
Stopnja naleganja 
oligonukleotidnih 
začetnikov 
 
60 °C 
 
30 s 
 
60 °C 
 
20 s 
Podaljševanje verige 72 °C 75 s 72 °C 45 s 
Končno 
podaljševanje verige 
1 72 °C 5 min 1 72 °C 10 min 
 
Pomnožke lizinskih genov smo pred kloniranjem v ekspresijski vektor očistili s kompletom 
»High Pure PCR Isolation Kit« (Roche, Švica), s katerim smo se znebili nečistoč reakcije 
PCR, ki bi lahko vplivale na uspešnost kloniranja, in njihovo velikost preverili z agarozno 
gelsko elektroforezo.  
 
3.3.7.1 Optimizacija metode 
 
Ker smo s sekvenciranjem ugotovili prisotnost mutacij pri največjem lizinu, vključenem v 
vektor pQE-80L (pQE-114), smo se odločili pomnožek za ta vključek pri obeh vektorjih 
(pQE-114 in pMAL-114) pridobiti s polimerazo Phusion, ki ima glede na specifikacije 
proizvajalca nižjo stopnjo napak pri PCR kot polimeraza Taq. Polimeraza Phusion se je 
izkazala za bolj problematično od Taq, saj smo težje dobili pomnožek prave velikosti. 
Metodo PCR smo optimizirali s podvojitvijo koncentracije oligonukleotidnih začetnikov, 
variacijo temperature naleganja oligonukleotidnih začetnikov med 46 in 68 °C s korakom 4 
°C, optimizacijo programa PCR, povečanjem volumna reakcije na 50 µL in uporabo druge 
naprave PCR. Ker nam pri pMAL-114 kljub optimizaciji metode ni uspelo pridobiti 
pomnožka s polimerazo Phusion, smo za to uporabili polimerazo Taq. 
 
3.3.8 Kloniranje lizinov StphK v plazmidna vektorja pQE-80L in pMAL-C5X 
 
Vključke (114, 154 in 156), ki smo jih s PCR izolirali iz StphK, smo klonirali v 2 različna 
plazmidna vektorja (pQE-80L in pMAL-C5X). Zatem smo s transformacijo vstavili 
plazmidni vektor z vključkom v kompetentne celice E. coli (seva Top10 in Er2523). Pri 
delu z lizini v različnih vektorjih smo zaradi razvidnosti uporabljali različne oznake 
(primer na lizinu 114 in plazmidnem vektorju pQE-80L): 
- pQE-114-p: PCR pomnožek 114 (vključek), katerega oligonukleotidni začetniki so 
bili dizajnirani za vključitev v pQE-80L 
- pQE-114:  pQE-80L z vključenim PCR pomnožkom 114; posamezni kloni so bili 
označeni s številko za oznako, npr. pQE-114-Taq1, ali pQE-156-2 
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3.3.8.1 Priprava kemijsko kompetentnih celic  
 
Za vnos vektorja z vključkom lizinskega gena smo pripravili kompetentne celice E. coli z 
0,1 M CaCl2.  Pri tem smo uporabili 2 seva E. coli: Top10 in Er2523. Celice izbranega 
seva, ki so bile shranjene v 15 % glicerolu pri -70 °C, smo revitalizirali z inokulacijo na 
trdno gojišče LB z razmazom do ene kolonije in inkubacijo preko noči pri 37 °C. Naslednji 
dan smo eno kolonijo iz trdnega gojišča prenesli v 5 mL tekočega gojišča LB in ga 
inkubirali preko noči pri 37 °C, s stresanjem na 150 obr./min. Po prekonočni inkubaciji 
smo 0,5 mL prekonočne kulture prenesli v erlenmajerico z 50 mL tekočega gojišča LB in 
gojili pri 150 obr./min, pri 37 °C do OD600=0,4. Erlenmajerico s kulturo smo prestavili v 
ledeno kopel za 10 min. Kulturo smo alikvotirali v 2 sterilni 15-mL centrifugirki in 
centrifugirali pri 4 °C 10 min 3000 x g. Po centrifugiranju smo odlili supernatant in pelet 
nežno raztopili v 12,5 mL 0,1 M ledenega CaCl2. Združili smo vsebino obeh centrifugirk 
in ponovili centrifugiranje pri 4 °C 10 min 3000 x g. Po centrifugiranju smo odlili 
supernatant in pelet nežno raztopili v predpripravljeni raztopini 2 mL ledenega 0,1 M 
CaCl2 in 15 % glicerola. Mešanico smo alikvotirali po 100 µL v ohlajene epice in zamrznili 
v etanolu, ohlajenem na -70 °C. Tako pripravljene kompetentne celice smo shranili v 
alikvotih pri -70 °C do nadaljnje uporabe. 
 
3.3.8.2 Cepitev 
 
Pri kloniranju vključka (lizinskega gena) v plazmidni vektor smo najprej razrezali 
pomnožek PCR in vektor s kompatibilnim parom endonukleaz. S tem so se na cepljenih 
fragmentih tvorili lepljivi konci, na podlagi katerih se je pri ligaciji pomnožek vključil v 
vektor. Izbrani endonukleazi sta rezali v poliklonskem mestu vektorja in na 5' ter 3' koncu 
vključka (pomnožka), kar smo zagotovili z dodatkom prepoznavnih mest za endonukleazi 
oligonukleotidnim začetnikom. Ti endonukleazi nista smeli rezati znotraj vključka. Pri 
kloniranju vključkov v vektor smo uporabili naslednje endonukleaze: 
- pQE-114: KpnI + HindIII 
- pQE-154: SacI + HindIII 
- pQE-156: SacI + HindIII 
- pMAL-114: BamHI 
- pMAL-154: XmnI + BamHI 
- pMAL-156: NotI + BamHI 
 
Sestava reakcijske mešanice je prikazana v preglednici 18. Vzorce smo inkubirali 2 uri pri 
37 °C. Po 1 uri inkubacije smo vsakemu vzorcu dodali 0,5 µL posamezne restriktaze. 
Vzorce cepitve očistili s kompletom »High Pure PCR Product Purification Kit« in jih v 
zadnjem koraku protokola kompleta eluirali v 50 µL 10 mM Tris-HCl, pH=8,5. Uspešnost 
cepitve smo preverili z 0,8 % agaroznim gelom. Uporabljene restriktaze so bile tipa 
FastDigest, z izjemo NotI, kar je zaradi kompatibilnosti pufra FastDigest omogočilo 
dvojno cepitvijo matrične DNK. Pri pMAL-156-p smo izvedli posamezni enojni cepitvi z 
NotI in BamHI vmesnim čiščenjem cepitvene mešanice s kompletom »High Pure PCR 
Product Purification Kit«. Inkubacija pri cepitvi z NotI je trajala 6 ur, z vmesnim dodatkom 
37 
Čibej B. Iskanje in izražanje lizinov bakteriofagov bakterij … Staphylococcus epidermidis in Propionibacterium acnes. 
    Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij biotehnologije, 2018  
 
0,5 µL restriktaze pri 3 urah. Ostalo je potekalo po zgoraj opisanem protokolu. Ker nam pri 
pMAL-114-p ni uspelo pridobiti klonov pri transformaciji na zgoraj opisani način, smo ta 
pomnožek pridobili s PCR, pri katerem smo uporabili oligonukletidne začetnike s 
cepitvenim mestom za endonukleazo BamHI. Zaradi tega se je nekoliko spremenil 
postopek cepitve pMAL-114-p. Cepitveni mešanici za plazmidni vektor smo dodali 1 µL 
alkalne fosfataze, ki je odcepila fosfatne skupine iz lepljivih koncev plazmida in s tem 
preprečila intramolekularno ligacijo plazmida. Prav tako smo v cepitveno mešanico dodali 
20 µL nativnega pMAL-C5X namesto 10 µL in korigirali dodatek ddH20 do skupnega 
volumna 35 µL ter izvedli dodatno inkubacijo produktov cepitve za 5 min pri 75 °C, s 
čemer smo inaktivirali alkalno fosfatazo. 
 
Preglednica 18: Sestava cepitvene mešanice pri kloniranju lizinov StphK v plazmidni vektor 
 
 Plazmidni vektor Pomnožek PCR 
Reagent Volumen [µL] Volumen [µL] 
Restrikcijski pufer  4 4 
Endonukleaza 1 0,5  0,5  
Endonukleaza 2 0,5 0,5 
Matrična DNK 10 30 
ddH20 Do 35 / 
 
3.3.8.3 Ligacija 
 
Pri ligaciji smo produkte cepitve povezali v krožne molekule na podlagi kompatibilnih 
lepljivih koncev. Tako smo pridobili plazmidni vektor z vsebovanim vključkom. Sestava 
ligacijske mešanice je prikazana v tabeli 19. Pri nekaterih vzorcih smo zmanjšali volumen 
plazmidnega vektorja v reakcijski mešanici na 0,5 µL ali ga povečali na 2 µL (in ustrezno 
korigirali volumen pomnožka PCR do skupnega volumna 10 µL), če so rezultati 
transformacije nakazovali na nepravilno količino plazmida pri ligaciji. 
 
Preglednica 19: Sestava ligacijske mešanice pri kloniranju lizinov StphK v plazmidni vektor 
 
Reagent Volumen [µL] 
Ligazni pufer T4  1 
Ligaza T4 1  
Pomnožek PCR  7 
Plazmidni vektor 1 
 
Pri negativni kontroli ligacije smo volumen PCR pomnožka nadomestili z dH2O. Ta 
kontrola nam je služila za izračun frekvence transformacije plazmidnega vektorja brez 
vključka (ozadja transformacije). V nekaterih primerih smo zaradi optimizacije metode 
kloniranja uporabili še dodatno kontrolo in sicer kontrolo brez pomnožka PCR ter ligaze 
T4, torej je vzorec vseboval le cepljeni vektor (9 µL) in ligazni pufer T4 (1 µL). Ta 
kontrola nam je predstavljala frekvenco transformacije lineariziranega plazmida in 
nakazovala na nepopolno cepitev plazmida. Ligacija je potekala 1 uro pri 22 °C, čemur se 
sledila inaktivacija vzorcev za 10 min pri 65 °C. Zatem smo vzorce ohladili na sobno 
temperaturo in s tem so bili pripravljeni za transformacijo v kompetentne celice. 
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3.3.8.4 Transformacija s temperaturnim šokom 
 
Pri transformaciji smo plazmidni vektor z vključkom vstavili v kompetentne celice. 
Kompetentne celice, shranjene pri -70 °C, smo odtalili z inkubacijo v ledeni kopeli 20 min. 
Združili smo 50 µL kompetentnih celic in 5 µL ligacijske mešanice. Mešanico smo 
inkubirali 30 min v ledeni kopeli. Sledil je temperaturni šok celic, ki je trajal 60 s pri 42 °C 
in je poskrbel za vnos DNK v bakterijske celice. Mešanico smo hladili v ledeni kopeli 2 
min. Dodali smo ji 200 µL tekočega gojišča LB in inkubirali 1 uro pri 37 °C s stresanjem 
150 obr./min. Zatem smo 100 µL kulture prenesli na tekoče gojišče LB z dodanim 
antibiotikom in razmazali s hokejko do suhega. Pri delu z vektorjem pQE-80L smo 
trdnemu gojišču LB dodali kanamicin (30 µg/µL), z vektorjem pMAL-C5X pa ampicilin 
(100 µg/µL). Antibiotika sta nam omogočila selekcijo transformant s prisotnim 
plazmidom. Plošče smo inkubirali čez noč pri 37 °C. Naslednji dan smo prešteli kolonije 
(transformante) na trdnih gojiščih. Transformante, ki so zrasle na kontrolnem trdnem 
gojišču (kontrola ligacije), so predstavljale ozadje, to je frekvenco transformacije 
plazmida, ki ni vseboval vključka. Razlika med številom transformant na kontrolnem 
trdnem gojišču in številom transformant na trdnih gojiščih z vzorci, je predstavljala število 
transformant, ki so vsebovale vključek. Naključno izbrane transformante (klone) na 
ploščah z vključki smo z ostrim koncem sterilne eze prepikirali v 1,5-mL centrifugirke 
Eppendorf z 1 mL tekočega gojišča LB z dodanim antibiotikom, kot opisano pri trdnih 
gojiščih zgoraj. Za vsak vzorec, to je vključek v enem od vektorjev, smo izbrali 10 
transformant, če je bilo to mogoče. Vzorce smo inkubirali preko noči pri 37 °C, s 
stresanjem 150 obr./min.. Naslednji dan smo iz transformant izolirali plazmide s pomočjo 
kompleta »High Pure Plasmid Isolation Kit«. Vzorce smo v zadnjem koraku protokola 
omenjenega kompleta eluirali v 100 elucijskega pufra (10 mM Tris-HCl, pH=8,5). Sledila 
je linearizacija plazmidov z BamHI. Sestava cepitvene mešanice je predstavljena v 
preglednici 20. Pri kontroli cepitve smo kot matrično DNK namesto plazmida, izoliranega 
iz transformant, uporabili 3 µL nativnega vektorja in 5,5 µL dH2O. Vzorce smo inkubirali 
1 uro pri 37 °C in jih ločili po velikosti z agarozno gelsko elektroforezo. S tem smo 
preverili uspešnost vstavitve vključka (lizina) v ustrezen plazmidni vektor glede na 
velikost lis na agaroznem gelu.  
 
Preglednica 20: Sestava cepitvene mešanice za linearizacijo plazmidov iz transformant  
 
Reagent Volumen [µL] 
Pufer FastDigest  1 
BamHI 0,5  
Plazmidni vektor 8,5  
ddH20 Do 20  
 
Klone plazmidov z vključkom smo pred sekvenciranjem testirali še z dvojno cepitvijo z 
ustreznimi endonukleazami, s katero smo izrezali vključek iz plazmida. Postopek in 
sestava reakcijske mešanice je bila enaka kot pri linearizaciji z dodatno endonukleazo. S 
tem smo dodatno potrdili prisotnost vključka na plazmidu.         
 
Pri pMAL-114, ki je bil dizajniran za enojno cepitev z BamHI, smo preverili vsebnost 
vključka na plazmidnem vektorju z asimetrično cepitvijo. S to metodo smo preverili 
39 
Čibej B. Iskanje in izražanje lizinov bakteriofagov bakterij … Staphylococcus epidermidis in Propionibacterium acnes. 
    Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij biotehnologije, 2018  
 
orientacijo vključka na plazmidnem vektorju, ki je zaradi uporabe 1 endonukleaze pri 
cepitvi ni znana. Pri asimetrični cepitvi smo uporabili SacI, in produkte cepitve 
vizualizirali na 0,8 % agaroznem gelu. Ob pravilni usmeritvi smo glede na sekvenco 
pričakovali 2 lisi v velikosti 2,1 in 6 kb, pri nepravilni usmeritvi pa 2 lisi v velikosti 0,5 in 
7,6 kb. 
 
3.3.8.5 Sekvenciranje vključkov v plazmidnem vektorju in analiza pridobljenih sekvenc 
 
Ker smo pri izražanju želeli uporabljali ekspresijske klone brez mutacij v lizinskem genu, 
smo klone plazmidov z vključki sekvencirali. Najprej smo izvedli ponovno transformacijo 
izbranega klona plazmida z vključkom v sev E. coli kot opisano zgoraj, s to razliko, da 
smo iz trdnega gojišča LB, na katerem so zrasle transformante, kulturo poželi v 3 mL 0,9 
% NaCl. Pri tem smo kulturo nacepili tudi na trdno gojišče LB z ustreznim antibiotikom z 
razmazom do 1 kolonije. To trdno gojišče nam je služilo za inokulacijo pri izražanju 
lizinov v tekočem gojišču. Preverili smo, da je požeta kultura vsebovala želeni plazmid z 
vključkom po postopku kot opisano zgoraj. Sekvenciranje je izvedlo podjetje Microsynth 
AG (Švica) s Sangerjevo metodo v kombinaciji s kapilarno elektroforezo. Ker je bila 
omejitev dolžine s to metodo pridobljenih sekvenc okrog 1100 bp, smo lizin 114, ki je bil 
dolg 2426 bp, sekvencirali trikrat iz različnih smeri. Pri lizinih 154 (803 bp) in 156 (629 
bp) teh problemov zaradi njihove majhnosti ni bilo. Pri sekvenciranju so bili uporabljeni 
oligonukleotidni začetniki, ki so jih vsebovali plazmidni vektorji za ta namen, z izjemo 
114_630_for, 114_630_for in 114_pmal_rev, ki smo jih dizajnirali sami (preglednica 21).  
 
Preglednica 21: Oligonukleotidni začetniki pri sekvenciranju 114, 154 in 156 pQE-80L in pMAL-C5X 
 
 
 
 
Sekvence, pridobljene s sekvenciranjem, smo analizirali s programom MEGA7 (Kumar S. 
in sod., 2015). Pri lizinu 114 smo zaradi potrebe po trikratnem sekvenciranju pridobili 3 
Vektor Lizin Smer 
sekve-
niranja 
Ime oligonukleotidnega 
začetnika 
Nukleotidno zaporedje oligonukleotidnega 
začetnika (smer 5'-3') 
pQE-
80L 
114 5'-3' QE-for GTATCACGAGGCCCTTTCG 
5'-3' 114_630_for CAGAAGTTTCAGCCTTTACTAATTTTGATG
GGTCA 
3'-5' Reverse Sequencing 
(QE-rev) 
GTTCTGAGGTCATTACTGG 
154 3'-5' Reverse Sequencing 
(QE-rev) 
GTTCTGAGGTCATTACTGG 
156 3'-5' Reverse Sequencing 
(QE-rev) 
GTTCTGAGGTCATTACTGG 
pMAL
-C5X 
   114 5'-3' malE GGTCGTCAGACTGTCGATGAAGCC 
5'-3' 114_630_for CAGAAGTTTCAGCCTTTACTAATTTTGATG
GGTCA 
3'-5' 114_pmal_rev TGTCCTACTCAGGAGAGCGTTCAC 
154 5'-3' Forward Primer (malE) GGTCGTCAGACTGTCGATGAAGCC 
156 5'-3' Forward Primer (malE) GGTCGTCAGACTGTCGATGAAGCC 
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prekrivajoče se sekvence. Te smo združili s prostodostopnim orodjem CAP3 (Huang X. in 
Madan A., 1999). Pregledali smo elektroferograme sekvenc, da bi našli morebitne napake 
pri sekvenciranju in prenosu podatkov iz elektroferograma v nukleotidno zaporedje. Z 
modulom MUSCLE pri MEGA7 smo poravnali pričakovano in pridobljeno sekvenco. 
Pričakovana sekvenca je bila pridobljena s sekvenciranjem genoma StphK. Neujemanje 
med sekvencama je pomenilo mutacijo v pridobljeni sekvenci. Taki mutaciji smo določili 
mesto znotraj nukleotidnega zaporedja in ali gre za sinonimno ali nesinonimno mutacijo. 
Mutacije smo iskali tako v kodirajočem delu genskega zaporedja kot v plazmidnih 
regulatornih sekvencah (promotor, operator lac, mesto vezave na ribosom, startni kodon in 
heksahistidinska oznaka), kolikor je to omogočalo samo sekvenciranje. Ker se je reakcija 
sekvenciranja pričela 50 bp pred ali po lokaciji sekvencirnega oligonukleotidnega 
začetnika na plazmidu in ti niso bili dovolj oddaljeni od vključka, pri lizinih, ki so bili 
sekvencirani iz 5' strani nismo pridobili vseh regulatornih sekvenc, pri tistih, ki so bili 
sekvencirani iz 3' strani pa smo izgubili bazne pare v zaključku lizinskega gena. Proces 
izolacije klonov plazmidov z vključki, sekvenciranje in analizo sekvenc smo ponavljali, 
dokler nismo pridobili vključka brez oziroma s čim manj mutacijami. Tako  pridobljene 
klone plazmidov z vključki (klone) smo shranili pri -20 °C. Pri lizinih smo preverili tudi 
prisotnost proteinskih domen s spletnim orodjem PROSITE (Hulo in sod., 2006). Za to 
smo uporabili nukleotidna zaporedja pričakovanih sekvenc lizinov 114, 154 in 156. Pri 
pMAL-154 (fuzijski protein MBP in lizin 154) smo preverili vsebnost odprtih bralnih 
okvirjev (alternativnih start kodonov) s spletnim orodjem ORFfinder (ORFfinder, 2018). 
Za kriterij smo izbrali odprte bralne okvirje, večje od 150 bp, in standardni genetski kod. 
 
3.3.9 Izražanje lizinov v E. coli 
 
Za izražanje v E. coli smo izbrali rekombinantne plazmide, ki so vsebovali gene z najmanj 
mutacijami. Takšne plazmide (klone) smo najprej ponovno transformirali v kompetentne 
celice, pri čemer smo jih inokulirali tudi na trdno gojišče LB z ustreznim antibiotikom, ki 
nam je služilo kot inokulacijski material za izražanje. S cepitvijo in agarozno gelsko 
elektroforezo smo preverili prisotnost vključka na plazmidnem vektorju, kot opisano 
zgoraj. Za izražanje lizinov v vektorju pQE-80L smo uporabili sev Top10, za izražanje v 
vektorju pMAL-C5X pa ER2523. Iz trdnega gojišča, na katerem je bila shranjena kultura z 
rekombinantno vstavljenim lizinskim genom, smo precepili 1 kolonijo v epruveto s 5 mL 
tekočega gojišča LB z dodanim ustreznim antibiotikom in jo inkubirali preko noči pri 28 
°C s stresanjem 150 obr./min. Naslednji dan smo 50 µL prekonočne kulture prenesli v 
epruveto s 5 mL svežega tekočega gojišča LB z ustreznim antibiotikom in gojili pri 28 °C s 
stresanjem 250 obr./min do OD600 = 0,5. Vzorce smo gojili v 2 paralelkah. Izražanje pri 28 
°C smo izvedli zato, ker smo se želeli izogniti pojavu inkluzijskih telesc, ki lahko 
nastanejo pri prekomerni proizvodnji proteinov  pri 37 °C. Pri omenjeni optični gostoti 
smo izvedli indukcijo izražanja lizinov z dodatkom IPTG: 0,6 mM IPTG pri vključkih v 
pQE-80L in 0,3 mM IPTG pri vključkih v pMAL-C5X. IPTG smo dodali le eni od paralelk 
vsakega ekspresijskega klona, medtem ko nam je druga služila kot negativna kontrola 
indukcije izražanja. Ker se lizini v pQE-80L niso uspešno izražali, smo podvojili 
koncentracijo IPTG pri indukciji na 1,2 mM. 3 ali 16 ur (preko noči) po indukciji z IPTG 
smo vzorce poželi s centrifugiranjem 10 min 6000 x g. Celični pelet smo shranili pri -20 
°C ali pa smo iz njega takoj pridobili celični lizat. Preverili smo tudi hitrost rasti 
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posameznih sevov E. coli, glede na to, kateri plazmid so vsebovali. Paralelno smo izražali 
pQE-154, pQE-156, pMAL-154 in pMAL-156 v sevu Er2523 in zatem še pQE-154, pQE-
156 v sevu Top10 in pMAL-154 in pMAL-156 v sevu Er2523. 
 
3.3.10 Čiščenje lizinov 
 
Celični pelet kulture E. coli, pridobljen s centrifugiranjem, smo resuspendirali v 1 mL 
ekstrakcijskega pufra (20 mM Tris-HCl in 10 mM 2-merkaptoetanol). 2-merkaptoetanol je 
reducent, ki prepreči tvorbo disulfidnih mostičkov v proteinih in jih s tem ohrani v 
monomerni obliki, ter jih ščiti pred oksidativnimi poškodbami. S spiranjem smo se prav 
tako znebili antibiotika, ki je bil prisoten v tekočem gojišču pri izražanju. Vzorce smo 
centrifugirali 10 min pri 4 °C 3000 x g. Hkrati smo iz kulture vzeli tudi vzorce za SDS-
PAGE z volumnom 100 µL, jih centrifugirali kot zgoraj in shranili pelete pri -20 °C do 
izvedbe elektroforeze. Supernatant smo zavrgli in pelet resuspendirali v 500 µL 
ekstrakcijskega pufra (desetkratno zgostitev kulture pri izražanju) ter prenesli v 
predpripravljeno 2-mL centrifugirko Eppendorf, v kateri so bile cirkonij/silicijeve kroglice.  
Fizikalno lizo s kroglicami smo izvedli na homogenizatorju s stresanjem 10 s pri 4000 
obr./min. Postopek je bil sestavljen iz 5 ponovitev stresanja z odmori, v katerih smo vzorce 
hladili na ledu 2 min. Zatem smo vzorce (homogenat = grobi lizat) centrifugirali 15 min pri 
4 °C 12 000 x g, s čemer smo se znebili ostankov liziranih celic in večjih celičnih 
komponent. Odvzeli smo supernatant, pri čemer smo pazili, da s pipeto nismo posesali 
peleta, ki je vseboval cirkonij/silicijeve kroglice. Na ta način smo pridobili čisti lizat 
kulture E. coli, ki je vseboval intracelularno vsebino celic in smo ga uporabili za teste 
aktivnosti. Vzorce smo ločili po velikosti s poliakrilamidno gelsko elektroforezo v 
prisotnosti natrijevega dodecil sulfata  (angl. sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel 
electrophoresis, SDS-PAGE). Gele smo nato dokumentirali s sistemom za dokumentacijo 
gelov (Bio-Rad).  
 
3.3.11 Preveritev prisotnosti plazmidnih vektorjev v ekspresijskih klonih 
 
Ker s SDS-PAGE nismo zaznali izražanja lizinov v vektorju pQE-80L, smo preverili, ali 
ekspresijski kloni teh lizinov vsebujejo ustrezne plazmidne vektorje. Vzeli smo 800 µL 
kulture ekspresijskega klona 3 ure po indukciji z IPTG in iz nje izolirali plazmide s 
kompletom »High Pure Plasmid Isolation Kit«. Izolirane plazmide smo linearizirali z 
BamHI 1 uro pri 37 °C in jih ločili po velikosti z agarozno gelsko elektroforezo (enak 
postopek kot pri plazmidih transformant pri transformaciji). 
 
3.3.12 Poliakrilamidna gelska elektroforeza v prisotnosti natrijevega dodecil sulfata  
 
Poliakrilamidna gelska elektroforeza v prisotnosti natrijevega dodecil sulfata (SDS-PAGE) 
je metoda za ločbo proteinov po velikosti. Pri tem smo uporabljali predpripravljene 10 in 
12 % gele (Mini-PROTEAN TGX precast gels; Thermo Scientific, ZDA), ki smo jih za 
SDS-PAGE pripravili tako, da smo z dna gela odlepili tesnilni trak, previdno odstranili 
glavniček, trikrat sprali luknjice za nalaganje vzorcev z pufrom Tris-glicin in gel vpeli v 
plastični model. Alternativno smo si gele izdelali tudi sami. Gel za SDS-PAGE je bil 
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sestavljen iz ločevalnega in nabijalnega gela, katerih sestava je prikazana v preglednici 22. 
Nekatere spojine v teh pufrih smo pripravili pred izdelavo gela. 1,5 M Tris-Cl smo 
pripravili tako, da smo 23,63 g Tris-Cl raztopili v 100 mL dH2O. pH raztopine smo z 
NaOH uravnali na pH = 8,8. 0,5 M Tris-Cl smo pripravili tako, da smo 11,8 g Tris-Cl 
raztopili v 100 mL dH2O. pH raztopine smo z NaOH uravnali na pH = 6,8. 10 % (w/v) 
SDS smo pripravili tako, da smo 10 g SDS raztopili v 100 mL dH2O. SDS smo raztopili s 
segrevanjem raztopine pri 37 °C in vorteksiranjem. 10 % (w/v) APS smo pripravili tako, 
da smo 1 g APS raztopili v 10 mL dH2O. Raztopino smo razdelili v alikvote in zamrznili 
pri -20 °C. 
 
Preglednica 22: Sestava ločevalnega in nabijalnega pufra pri SDS-PAGE 
 
 Ločevalni gel Nabijalni gel 
Reagent Volumen [mL] Volumen [mL] 
1,5 M Tris-Cl, pH=8,8     2,500  / 
0,5 M Tris-Cl, pH=6,8     / 2,50 
10 % SDS 0,100 0,10 
30 % akrilamid 3,330 1,33 
10 % APS 0,050 0,05 
TEMED 0,005 0,01 
ddH2O 4,015 6,01 
 
 
Gel za SDS-PAGE smo pripravili po naslednjem protokolu. Najprej smo sestavili par 
stekelc, ki je služil kot matrica za gel, ga speli s plastičnim modelom in vključili v 
plastično stojalo, na katerem smo lahko hkrati izdelali 2 gela. Z dodatkom vode v matrico 
smo preverili, da konstrukcija tesni. Vodo smo odlili in posušili notranji del stekelc s 
čistim filter papirjem. Ločevalni gel smo pripravili tako, da smo v nučo dodali ddH2O, 1,5 
M Tris-Cl, pH=8,8, 10 % APS in 30 % akrilamid. Nučo smo odzračevali 15 min in nato 
dodali APS ter TEMED. Vsebino nuče smo vlili med stekelca, tako da smo zapolnili 
približno 3/4 volumna. Da se ločevalni gel ne bi prehitro izsušil, smo med stekelca s pipeto 
dodali še okrog 100 µL ddH2O. Počakali smo 1 uro, da se je gel strdil. Prostor med stekelci 
smo trikrat sprali z ddH2O, pri čemer smo pazili, da se nismo dotaknili strjenega 
ločevalnega gela. Po istem postopku kot ločevalni smo pripravili nabijalni gel. Vlili smo ga 
med stekelca do vrha (preostala 1/4 volumna) in vanj vstavili glavniček z luknjicami za 
nalaganje vzorcev. Počakali smo 1 uro, da se je gel strdil.  
 
Pripravljene gele smo vpeli na nosilec, ki je lahko hkrati držal 2 gela, in ga položili v 
elektroforetsko banjico. V notranjost nosilca smo vlili pufer Tris-glicin, tako da so bile 
luknjice za vzorce potopljene vanj. Sledila je priprava vzorcev. Vzorce, ki so bili v obliki 
peletov (ekvivalent 100 µL ekspresijske kulture), smo resuspendirali v 50 µL 1-kratnega 
nalagalnega pufra. Tega smo pripravili tako, da smo 6-kratni nalagalni pufer šestkrat 
redčili z ddH2O. Resuspendirane vzorce smo inkubirali 3 min pri 100 °C. Zatem smo jih 
ohladili na sobni temperaturi in centrifugirali 5 min pri 12.000 x g. Na gel smo naložili 45 
µL vzorca. V prazne luknjice smo naložili isti volumen 1-kratnega nalagalnega pufra. Za 
ugotavljanje velikosti proteinov smo na gel dodali tudi 3 µL proteinskega standarda 
(PageRuler Plus Prestained Protein Ladder). Ko so bili vzorci naloženi, smo v 
elektroforetsko banjico vlili 400 mL pufra Tris-glicin. Elektroforeza je potekala 60 min pri 
17,5 V/ cm. 
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Po končani elektroforezi smo gel barvali z metodo po Fairbanksu (Fairbanks in sod., 
1971), ki smo jo pohitrili s segrevanjem gela v mikrovalovni pečici med inkubacijami v 
raztopinah (Wong in sod., 2000). Pri barvanju poliakrilamidnega gela smo uporabili 
naslednje raztopine:  
- raztopina A: 25 % izopropanol, 10 % ledocetna kislina, 0,05 % Coomasie R-250 
- raztopina B: 10 % izopropanol, 10 % ledocetna kislina, 0,005 % Coomasie R-250 
- raztopina C: 10 % ledocetna kislina, 0,002 % Coomasie R-250 
- raztopina D: 10 % ledocetna kislina 
 
Gel smo prenesli v odprto plastično posodico in prelili z raztopino A. Prestavili smo ga v 
mikrovalovno pečico in počasi segrevali do vretja. Zatem smo ga vzeli iz pečice in 
počakali nekaj min, da se je ohladil. Raztopino A smo odlili in gel sprali z dH2O. Ta 
postopek smo ponovili z raztopinami B, C in D. Gel smo inkubirali v raztopini D 
(ledocetni kislini) preko noči. Naslednji dan smo odlili raztopino D, gel sprali z dH2O, ga 
prestavili na napravo za osvetljevanje gelov in dokumentirali s fotoaparatom. 
 
3.3.12.1  Precipitacija proteinov z acetonom pred SDS-PAGE 
 
Da bi izboljšali ločbo proteinov na gelih SDS-PAGE med 10 in 30 kDa, smo vzorce pred 
nalaganjem na gel precipitirali z acetonom. 5 µL celičnega lizata smo dodali 50 µL na -20 
°C ohlajenega acetona, premešali in inkubirali na ledu 5 min. Vzorec smo centrifugirali 5 
min pri 10000 x g. Zavrgli smo supernatant in pelet posušili na zraku (10 min). Pelet smo 
resuspendirali v 50 µL 1-kratnega nalagalnega pufra za SDS-PAGE, segreli za 5 min pri 95 
°C in na gel naložili 45 µL vzorca. 
 
3.3.13 Test topnosti lizinov 
 
Test topnosti lizinov smo izvedli, da bi izvedeli, v kateri frakciji se nahajajo posamezni 
lizini pri njihovi izolaciji iz bioprocesnega medija. Test topnosti je po protokolu sledil 
tistemu iz čiščenja lizinov. Pri tem smo pridobili različne vzorce: grobi lizat, topno frakcijo 
čistega lizata in netopno frakcijo čistega lizata. Grobi lizat je predstavljal vzorec 
supernatanta celične kulture (50 µL) po fizikalni lizi s kroglicami in pred centrifugiranjem. 
Topno frakcijo čistega lizata je predstavljal supernatant centrifugiranega grobega lizata. 
Odvzeli smo ga, kolikor je bilo mogoče (200 µL), da bi maksimizirali količino topnih 
proteinov v frakciji. Da bi pridobili netopno frakcijo čistega lizata, ki je bil prisoten v 
peletu z cirkonij/silicijevimi kroglicami, smo temu vzorcu dodali 200 µL ekstrakcijskega 
pufra, ga nežno zvrtinčili in odvzeli maksimalen volument zgornje faze (100 µL). Vzorce 
smo zamrznili na -20 °C. Izvedli smo SDS-PAGE, s katerim smo želeli ugotoviti, v kateri 
frakciji je proteina več, glede na debelino proteinske lise na gelu.  
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3.3.14 Test aktivnosti lizinov  
 
S testom aktivnosti smo želeli ugotoviti, ali celični lizati ekspresijskih kultur izkazujejo 
litično aktivnost na gostiteljski bakterijski sev. Osnoven postopek tega testa je bil na 
trdnem gojišču združiti fagno ter bakterijsko frakcijo in na določen način kvantificirati 
morebitno baktericidno aktivnost lizinov. Uporabili smo 3 različne metode za test 
aktivnosti: kapljični test, test na poltrdnem gojišču in test z metodo štetja kolonij na 
ploščah. 
 
3.3.14.1 Kapljični test, test na poltrdnem gojišču - optimizacija testov 
 
Začeli smo z revitalizacijo sevov S. epidermidis SeC2, SeC4 in SeC8, ki so bili shranjeni v 
15 % glicerolu pri -70 °C. Nacepili smo jih na trdna gojišča LB, HA in TSA z razmazom 
do 1 kolonije in jih inkubirali 2 dni pri 37 °C (1. pasaža). Po inkubaciji smo jih nacepili na 
nova ustrezna trdna gojišča  in ponovno inkubirali kot zgoraj opisano (2. pasaža). S tem 
smo želeli potrditi, da sevi niso kontaminirani z drugo bakterijsko vrsto. Da bi ugotovili, 
katera koncentracija bakterijske kulture je najustreznejša za tvorbo konfluentne rasti na 
trdnem gojišču, smo iz trdnega gojišča s sevom S. epidermidis postrgali 2 ezi celične mase 
in jo resuspendirali v 2 mL 0,9 % NaCl. Mešanico smo desetkrat in stokrat redčili v 0,9 % 
NaCl in suspenzijam izmerili OD600. 100 µL vsake mešanice smo dodali na trdna gojišča 
HA, TSA in LB in razmazali s hokejko do suhega. Inkubacija je potekala 24 ur pri 37 °C. 
Pri prvem testu aktivnosti (kapljični test) smo pripravili trdna gojišča TSA s konfluentno 
bakterijsko rastjo sevov SeC2, SeC4 in SeC8 (V=100 µL in OD600=0,5). Nanjo smo dodali 
po 10 µL vzorcev: topne in netopne frakcije induciranih in neinduciranih kultur 
ekspresijskih klonov pMAL-154 in pMAL-156, 0,9 % NaCl (negativna kontrola) in fagni 
lizat StphK. Inkubacija je potekala 2 dni pri 37 °C. Ker kapljični test ni omogočal dobre 
metode kvantifikacije, smo poskusili s testom aktivnosti na poltrdnem gojišču. S trdnega 
gojišča TSA smo nacepili prekonočno kulturo SeC2 v 5 mL tekočega gojišča TSB in 
inkubirali preko noči pri 28 °C in stresanju 150 obr./min. Naslednji dan smo prekonočno 
kulturo SeC2 stokrat redčili v 5 mL svežega gojišča TSB in gojili do OD600=0,15 pri 28 °C 
in stresanju 250 obr./min. Zatem smo 100 µL kulture SeC2 in 10 µL vzorca dodali v 5 mL 
poltrdnega gojišča TSB. Za vzorce so nam služili isti vzorci kot pri 1. kapljičnem testu 
aktivnosti. Fagno-bakterijsko mešanico v poltrdnem gojišču TSB smo inkubirali 15 min pri 
25 °C in nato razlili na trdno gojišče TSA. To smo rahlo pomešali s kroženjem petrijevke 
po podlagi in počakali, da se je poltrdno gojišče strdilo. Plošče smo inkubirali 7 dni pri 25 
°C. To temperaturo smo izbrali, ker je S. epidermidis kožna bakterija, zato smo sklepali, da 
ji ustreza okoljska temperatura. Ker nas je skrbelo, da poltrdno gojišče vpliva na difuzijo 
lizinov, smo opustili to metodo in se odločili aktivnost kvantificirati prek štetja kolonij na 
ploščah. 
 
3.3.14.2 Test aktivnosti z metodo štetja kolonij na ploščah 
 
Za vzorce pri testu so nam služili grobi ali čisti celični lizati kultur ekspresijskih klonov. 
Kot negativno kontrolo smo uporabili neinducirani vzorec istega klona, kot pozitivno pa 
fagni lizat StphK. Dan pred izvedbo testa aktivnosti smo pripravili prekonočno kulturo 
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gostiteljskega seva, ki je bil sev SeC2 (S. epidermidis). Eno kolonijo s trdnega gojišča 
TSA, na katerem je bil nacepljen ta sev, smo precepili v epruveto s 5 mL tekočega gojišča 
TSB in gojili preko noči pri 28 °C, s stresanjem 150 obr./min. Naslednji dan smo 50 µL 
prekonočne kulture precepili v svežo epruveto s 5 mL tekočega gojišča TSB in gojili 
kulturo pri 28 °C, s stresanjem 250 obr./min do OD600 = 0,150.  100 µL kulture SeC2 smo 
združili s 100 µL celičnega lizata posameznega ekspresijskega klona in fagno-bakterijsko 
mešanico inkubirali 15 min pri 25 °C. Pri tej inkubaciji je prišlo do morebitne litične 
aktivnosti lizinov. Za negativno kontrolo testa aktivnosti smo uporabili ekstrakcijski pufer 
in/ali plazmidni vektor brez vključka (nativni). Ker so bili v celičnih lizatih poleg lizinov 
prisotni tudi drugi proteini in ostale nečistoče, je bil nativni plazmidni vektor boljša izbira, 
saj je služil tudi kot kontrola za neželene nečistoče. Da bi preverili, ali obstaja sinergija 
med lizini, smo pri enem vzorcu združili frakcije posameznih neinduciranih ali induciranih 
ekspresijskih kultur v enakih volumnih do skupnega volumna 100 µL (oznaka: pMAL-vsi 
ali pQE-vsi). Zatem smo pripravili redčitve fagno-bakterijske mešanice v 0,9 % (w/v) 
raztopini NaCl od 10-1 do 10-4. Na trdno gojišče TSA smo dodali 100 µL posamezne 
redčitve in jo razmazali do suhega s sterilno hokejko. Sledila je inkubacija za 5 dni pri 25 
°C. Po inkubaciji smo prešteli kolonije na števnih ploščah. Iz števila kolonij pri 3 
paralelnih vzorcih (Nkolonij1, Nkolonij2, Nkolonij3) smo izračunali povprečje (N) po formuli (2), 
standardni odklon pa po formuli (3). 
 
N = (Nkolonij1+Nkolonij2+Nkolonij3)/3                                  ... (2) 
SD = ((∑(NkolonijX -N)2)/2)1/2             ... (3) 
 
Za ustrezno redčitev se je izkazala 10-4, saj so bile pri njej plošče števne. Pri nadaljnjih 
eksperimentih smo uporabili triplikate te redčitve za večjo statistično moč podatkov. 
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4 REZULTATI 
4.1 LIZINI FAGOV P. acnes 
4.1.1 PCR z degeneriranimi oligonukleotidnimi začetniki pri fagih P. acnes 
 
Da bi pridobili gene za lizine pri fagih P. acnes F5, F6 in E1 smo izvedli PCR z 
degeneriranimi oligonukleotidnimi začetniki. Ti so nam omogočili večji razpon detekcije 
lizinskih genov. Za matrično DNK pri PCR smo uporabili izolirano DNK omenjenih 
fagov. Na voljo smo imeli 4 degenerirane oligonukleotidne začetnike, ki smo jih uporabili 
v različnih kombinacijah, kar je pri 3 fagih naneslo skupno 12 kombinacij. Dobili smo 1 
pozitiven rezultat (slika 5), to je pomnožek pri DNK faga E1, z uporabljenimi 
oligonukleotidnimi začetniki F2 in R2 dolžine med 500 in 750 bp (v nadaljevanju E1-22). 
Uspešno pridobljen pomnožek je nakazoval na prisotnost lizinskega gena v genomu faga 
E1. 
 
 
Slika 5: Agarozni gel po elektroforezi pomnožkov PCR DNK fagov P. acnes F5, F6 in E1 z različnimi 
kombinacijami degeneriranih oligonukleotidnih začetnikov (F1, R1, F2 in R2). Na sliki je na stezi 14 vidna 
lisa DNK, velikosti med 500 in 750 bp, ki ustreza kombinaciji F2 in R2 (pomnožek PCR E1-22). 1: 
Negativna kontrola PCR (F1+R1) 2: E1 (F1+R1), 3: F5 (F1+R1), 4: F6 (F1+R1), 5: Negativna kontrola PCR 
(F1+R2) 6: E1 (F1+R2), 7: F5 (F1+R2), 8: F6 (F1+R2), 9: Negativna kontrola PCR (F2+R1) 10: E1 
(F2+R1), 11: F5 (F2+R1), 12: F6 (F2+R1), 13: Negativna kontrola PCR (F2+R2) 14: E1 (F2+R2), 15: F5 
(F2+R2), 16: F6 (F2+R2). 
 
Sekvenciranje pomnožka E1-22 je pokazalo, da je bila pridobljena sekvenca dolga 496 bp. 
Analiza s spletnim orodjem BLAST je pokazala, da je bil pomnožek E1-22 del 
predvidenega lizinskega gena, dolgega 857 bp. Gen je pripadal fagu P. acnes PHL095N00, 
z genomom, velikim 29,7 kb. Primerjani sekvenci sta imeli 97 % identiteto. Tako smo 
potrdili našo domnevo, da gre za lizinski gen. Hkrati pa se je izkazalo, da je bila naša 
sekvenca nepopolna, saj so degenerirani oligonukleotidni začetniki nalegali znotraj gena. 
Da bi lizin lahko izražali v ekspresijskem sistemu, je bilo potrebno pridobiti njegovo 
celotno sekvenco. 
 
4.1.2 Inverzni PCR 
 
Z metodo inverznega PCR smo želeli pridobiti bližnja neznana nukleotidna zaporedja, ki 
so obkrožala poznano sekvenco E1-22 in s tem določiti celotno zaporedje predvidenega 
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lizinskega gena. V sklopu te metode smo izvedli cepitev, ligacijo in PCR na matrici DNK 
faga E1 (v nadaljevanju gE1).  
4.1.2.1 Cepitev 
 
Cepitev gE1 je bila neuspešna, saj nam na agaroznem gelu ni uspelo vizualizirati 
produktov cepitve. Metodo smo poskušali optimizirati z osemkratnim povečanjem 
volumna gE1 v cepitveni mešanici, ponovno izolacijo gE1, podaljšanjem inkubacije pri 
restrikciji na 24 ur in toplotno inaktivacijo produktov restrikcije, a neuspešno. Ker smo 
potrdili delovanje restrikcije z DNK faga lambda (pozitivna kontrola; priloga A), smo 
sklepali, da je restrikcija gE1 uspešno potekla, ampak je bila koncentracija fragmentov 
DNK premajhna, da bi jo lahko vizualno zaznali na agaroznem gelu. Zato smo se odločili 
nadaljevati s protokolom inverznega PCR s produkti cepitve gE1. 
 
4.1.2.2 PCR 
 
Za matrico pri PCR smo uporabili produkte ligacije. To so bile krožne molekule, ki so bile 
prvotno razrezane z endonukleazo. Ker so nekatere od teh vsebovale E1-22, smo 
pričakovali, da bomo z uporabo oligonukleotidnih začetnikov IPBR in IPBF pridobili 
pomnožek, ki bi vseboval celotno gensko sekvenco pričakovanega lizina. Izvedli smo več 
inverznih PCR, pri katerih smo uporabili skupno 11 endonukleaz. Pri inverznem PCR, 
prikazanem na sliki 6, jih je bilo uporabljenih 5. Iz agaroznega gela je razvidno, da je pri 
večini vzorcev prisotnih več lis različnih velikosti. Prisotne so tudi pri negativni kontroli 
cepitve, to je gE1, ki je bila inkubirana kot vzorec cepitve, a ji ni bila dodana 
endonukleaza. 3 lise istih velikosti (5 kb, druga pri 3,5 kb in tretja pri 1,7 kb) so bile 
prisotne tudi pri XbaI in HindIII, medtem ko je pri NheI manjkala lisa velikosti 1,7 kb, pri 
XmaI sta bili prisotni lisi velikosti 6 kb in 1,5 kb, pri AluI pa le lisa velikosti 1,5 kb. Pri 
vzorcih so bile prisotne tudi druge šibkejše lise. Hkrati smo preverili tudi, ali desetkratno 
redčenje produktov cepitve vpliva na uspešnost PCR prek povečanja intramolekularne 
ligacije. Iz agaroznega gela je razvidno, da redčenje ni vplivalo na PCR, saj ni botrovalo k 
izrazitejšim lisam ali spremenjeni velikosti lis. 
 
 
Slika 6: Agarozni gel, ki prikazuje vzorce inverznega PCR, pri katerem je bilo uporabljenih 5 endonukleaz. 
1: negativna kontrola cepitve, 2: desetkrat redčena negativna kontrola cepitve, 3: XbaI, 4:desetkrat redčen 
XbaI, 5:NheI, 6: desetkrat redčen NheI, 7: XmaI, 8: desetkrat redčen XmaI, 9: AluI, 10: desetkrat redčen AluI, 
11: HindIII, 12: desedkrat redčen HindIII. 
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Da bi se znebili nespecifičnega naleganja oligonukleotidnih začetnikov, smo povišali 
temperaturo njihovega naleganja pri PCR na 60 °C (priloga B). Pri tem smo za matrico 
uporabili gE1, ki ji pri cepitvi ni bila dodana nukleaza (negativna kontrola cepitve). Pri 
enem od vzorcev smo izpustili ligacijo. Povišanje nalegalne temperature je vodilo v pojav 
5 novih lis, manjših od 1,5 kb, ki jih pri ekvivalentnem vzorcu (negativni kontroli cepitve) 
na sliki 7 ni bilo. Izpustitev ligacije ni vplivala na sam PCR, so pa lise pri vzorcu z ligacijo 
šibke zaradi desetkratne redčitve vzorca v ligacijski mešanici. Zaradi nespecifičnega 
pomnoževanja fragmentov na matrični DNK nam ni uspelo pridobiti gena za lizin pri fagu 
E1. Zato smo naše delo preusmerili v lizine stafilokoknega faga K. 
 
4.2 LIZINI STAFILOKOKNEGA FAGA K  
4.2.1 Izolacija, sekvenciranje in analiza plazmidov z vključki 
 
Stafilokokni fag K (v nadaljevanju StphK) je vseboval 3 predvidene gene za lizine: 114, 
154 in 156. Lizin 114 je bil velik 2426 bp, lizin 154 803 bp, lizin 156 pa 629 bp. Ker je bil 
njegov genom predhodno sekvenciran, je to olajšalo naše delo, saj smo na podlagi znanih 
zaporedij dizajnirali oligonukleotidne začetnike, ki smo jih uporabili za izolacijo lizinskih 
genov iz genoma s pomočjo PCR. Zatem smo te pomnožke z metodami rekombinantne 
DNK vstavili v 2 plazmidna vektorja: pQE-80L in pMAL-C5X (6 kombinacij). Plazmidne 
vektorje z vključki smo transformirali v E. coli. Pri tem smo za vključke v pQE-80L 
uporabili Top10, za vključke v pMAL-C5X pa Er2523. Iz trdnih gojišč s transformantami 
smo izolirali plazmide (klone), da bi preverili, ali vsebujejo želeni vključek. Če smo 
zaznali tak klon, smo ga sekvencirali, saj smo želeli pridobiti vključke z 0 ali čim manj 
mutacijami. Sekvence smo uredili in poravnali z orodjem MEGA (modul Muscle). Skupno 
smo z izolacijo plazmidov z vključki in njihovim sekvenciranjem pridobili 13 različic 
(klonov) lizinskih genov: 9 v pQE-80L in 4 v pMAL-C5X (preglednica 24). Od 
pridobljenih klonov sta bila pQE-156-7 in pMAL 154-2 (1 sinonimna mutacija) brez 
nesinonimnih mutacij, medtem ko so ostali vsebovali vsaj 1. Najpogostejše mutacije so 
bile zamenjave, pri nekaterih klonih pa so bile prisotne tudi insercije ali delecije. Pri 
kloniranju pQE-114 smo uporabili tako pomnožek pQE-114-p, pridobljen s polimerazo 
Taq kot s polimerazo Phusion. Polimeraza Phusion je bila pri PCR uporabljena, ker velja 
za natančnejšo od Taq in ker smo zaradi velikosti 114 pričakovali pri njem več mutacij. V 
našem primeru se polimeraza Phusion ni izkazala za natančnejšo od Taq glede na število 
mutacij v klonih pQE-114. Razlika pa se je pokazala pri pMAL-114-Taq5, saj je ta 
vseboval kar 8 mutacij v primerjavi z 3-5, ki so prisotne pri klonih pQE-114. 
 
Z orodjem PROSITE smo v lizinih 114, 154 in 156 našli skupno 4 domene (preglednica 
23), pri čemer je lizin 154 vseboval 2. Domene so se razlikovale po velikosti, saj sta bili 
domene CHAP dolgi 131 in 137 aminokislin, amidaza-2 in SH3-5 pa 62 in 66. 
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Preglednica 23: Prikaz domen, ki jih vsebujejo lizini 114, 154 in 156 
 
Lizin Dolžina 
aminokislinskega 
zaporedja lizina (AK) 
Domena Mesto v aminokislinskem 
zaporedju lizina (AK) 
Dolžina 
domene (AK) 
114 808 CHAP 674-805 131 
154 267 CHAP 
Amidaza-2 
29-160 
204-266 
137 
62 
156 209 SH3-5 123-189 66 
 
Preglednica 24: Prikaz sekvenciranih klonov lizinov 114, 154 in 156 v plazmidnih vektorjih pQE-80L in 
pMAL-C5X. Z eno zvezdico (*) so označeni kloni, ki smo jih prvotno izražali v E. coli. Z dvema zvezdicama 
(**) so označeni kloni, ki smo jih izražali v E. coli zaradi optimizacije izražanja. 
 
Vektor Lizin Klon Število mutacij Mesto mutacije v 
poravnavi (bp) 
Opombe 
pQE-
80L 
114 Taq1** 5 318, 617, 702, 772, 2246 1 od mutacij je sinonimna 
Taq2** 3 205, 2445, 2608 1 od mutacij je sinonimna 
Phu1* 3 1179, 2296, 2603 Insercija T (2603 bp)  
154 1* 1 77 Insercija A (v promotorju T5) 
156 2 2 862, 1009 Delecija T (1009 bp) 
3** 1 612 / 
4 2 848, 1038 1 od mutacij je sinonimna 
5** 1 723 / 
7* 0 / / 
pMAL-
C5X 
114 Taq5* 8 689, 797, 1386, 1467, 
1479, 1632, 2062, 2108 
/ 
154 1 4 101, 657, 831, 897 Delecija G (101 bp) in C 
(897 bp) 
2* 1 804 Sinonimna mutacija 
156 2* 1 836 / 
4.2.1.1 
4.2.1.1 Optimizacija metod 
 
Pri zgoraj opisani metodiki smo v nekaterih primerih naleteli na težave, predsem pri PCR s 
polimerazo Phusion in postopku transformacije pri pQE-114 in pMAL-114, zaradi česar 
smo morali te postopke optimizirati. Za pomnožke pMAL-114-p in pMAL-156-p smo 
morali oligonukleotidne začetnike spremeniti, saj je XmnI pomnožke pri cepitvi razrezal. 
Pri pMAL-114-p smo morali oligonukleotidne začetnike ponovno spremeniti za enojno 
cepitev z BamHI, ker nam pri transformaciji ni uspelo pridobiti ustreznih transformant. 
Tako smo za cepitev pMAL-156-p na koncu uporabili NotI in BamHI, za pMAL-114-p pa 
BamHI. PCR s polimerazo Phusion se je izkazal za težavnega in nekonsistentnega. Po 
optimizaciji nam je uspelo pridobiti ustrezne pomnožke, tako pri pQE-114-p kot pri 
pMAL-114-p. Težave smo imeli tudi pri transformaciji plazmidov s tema 2 vključkoma, 
saj so bili transformirani kloni brez vključka, kar smo potrdili z dvojno cepitvijo 
plazmidov. Pri optimizaciji smo variirali koncentracijo plazmida v ligacijski mešanici in 
ponovili eksperiment s ponovno izoliranimi nativnimi plazmidi ter pomnožki. Pri 
transformaciji pQE-114 je 1 od 20 izoliranih plazmidov vseboval vključek pravilne 
velikosti, ki smo ga poslali na sekvenciranje, pri pMAL-114 pa nam to ni uspelo kljub 44 
izoliranim klonov. Zato smo za izolacijo pomnožka pMAL-114-p pri PCR uporabili 
polimerazo Taq in oligonukleotidne začetnike, dizajnirane za enojno cepitev z BamHI, s 
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čemur smo se izognili cepitvi z NotI, ki je bila po našem predvidevanju problematična. Na 
ta način nam je pri transformaciji uspelo pridobiti 1 klon (pMAL-114-Taq5). Ker se je pri 
sekvenciranju izkazalo, da ta klon vsebuje 8 mutacij, smo poskušali z izolacijo novega 
klona. To nam kljub 40 izoliranim klonom ni uspelo. 33 od teh klonov je bilo brez 
vključka, 1 je vseboval vključek pravilne usmeritve, 6 pa nepravilne.  
 
4.2.2 Izražanje lizinov 
 
Za izražanje v E. coli smo izbrali tiste klone lizinov, ki so vsebovali najmanj mutacij. 
Izražali smo vsaj en klon lizina v vsakem plazmidnem vektorju. Za ločbo vzorcev 
ekspresijskih kultur po izražanju in čiščenju smo uporabili SDS-PAGE. Pričakovane 
velikosti lizinov v kDa so prikazane v preglednici 25. Vključki v plazmidnem vektorju  
pQE-80L so poleg samega primarnega zaporedja proteina N-terminalno vsebovali še 
heksahistidinsko oznako. Nasprotno pa se je pri vključkih v plazmidnem vektorju pMAL-
C5X tvoril fuzijski protein lizina z MBP (42,5 kDA), zaradi česar je bila pričakovana 
velikost lis na gelu SDS-PAGE večja od nativnega lizina.  
 
Preglednica 25: Prikaz velikosti izražanih lizinov. Pri vključkih v plazmidni vektor pMAL-C5X se je tvoril 
fuzijski protein lizinov z MBP (42,5 kDa). 
 
Vektor/vključek 
(velikost v kDa) 
Lizin 114 Lizin 154 Lizin 156 
pQE-80L 91,2 29,7 23,1 
pMAL-C5X  133,7 72,2 65,6 
 
4.2.2.1 Izražanje lizinov v pMAL-C5X 
 
Izražanje lizinov v vektorju pMAL-C5X je bilo deloma uspešno. S poliakrilamidnega gela 
(slika 7) je razvidna jasna razlika med neinduciranimi in induciranimi ekspresijskimi 
kulturami, saj so pri induciranih prisotne proteinske lise, ki ustrezajo predvidenim 
molekulskim masam lizinov. Pri nativnem pMAL-C5X se je izražal MBP, pri pMAL-154 
sta prisotni 2 lisi podobnih molekulskih mas, pri pMAL-156 je prisotna 1 proteinska lisa 
prave velikosti, pri pMAL-114 pa je prisotna lisa, ki ustreza molekulski masi MBP, in 
šibka lisa, ki ustreza molekulski masi 114. Ker nas je zanimalo, ali gre pri pQE-154 res za 
2 različna proteinska produkta, smo ponovno izvedli SDS-PAGE z dvakrat manjšim 
ekvivalentom ekspresijske kulture (50 µL). Poliakrilamidni gel je potrdil našo domnevo 
(rezultati niso prikazani). Z orodjem ORFfinder smo preverili, ali fuzijski protein 154 z 
MBP vsebuje alternativne startne kodone, ki bi vodili v translacijo večih proteinskih 
produktov. Analiza s tem orodjem je pokazala, da je v genu prisoten le 1 odprt bralni okvir 
(1968 bp). Iz rastnih krivulj (priloga E1) je razvidno, da so izražani lizini (skupaj z MBP) 
predstavljali metabolno breme za bakterijske celice, saj je bil OD600 induciranih kultur po 
indukciji preko noči za  0,182 (12,1 %) manjši od neinduciranih. Prav tako smo opazili 
hitrejšo rast pri sevu Er2523 kot v Top10 (priloga F), ne glede na to, ali so se izražali 
vključki v pMAL-C5X ali pQE-80L. Er2523 je za dosego OD600=0,4 (pri indukciji) 
potreboval 5,5 ure, Top10 pa 6,5 ure.  
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Slika 7: Poliakrilamidni gel (predpripravljeni gel Mini-PROTEAN TGX 10 %) grobih lizatov induciranih in 
neinduciranih ekspresijskih kultur lizinov 114, 154 in 156 v pMAL-C5X. 1: pMAL-C5X, neinduciran, 2: 
pMAL-C5X, induciran, 3: pMAL-154, neinduciran, 4: pMAL-154, induciran, 5: pMAL-156, neinduciran, 6: 
pMAL-156, induciran, 7: pMAL-114, neinduciran, 8: pMAL-114, induciran.  S puščicami so označene 
proteinske lise, ki ustrezajo lizinom.  
 
4.2.2.2 Izražanje lizinov v pQE-80L 
 
Izražanje lizinov v pQE-80L se je izkazalo za neuspešno, saj nam na poliakrilamidnih gelih 
ni uspelo vizualizirati proteinskih lis ustreznih molekulskih mas pri induciranih 
ekspresijskih kulturah (slika 8). Pri induciranih ekspresijskih kulturah pQE-114 in pQE-
156 je bila prisotna poudarjena lisa molekulske mase okrog 60 kDa, ki pa ni ustrezala 
nobenemu lizinu, a se je ponovila tudi ob ponovitvi poskusa (priloga C). Za 
poliakrilamidne gele smo najprej uporabljali predpripravljene gele (Mini-PROTEAN TGX 
10 % ali 12 %), ki pa so izkazovali slabo ločbo med 15 in 35 kDa. Ker smo v tem 
velikostnem območju pričakovali lizina 154 in 156, smo proteinske vzorce precipitirali z 
acetonom, kar ni izboljšalo resolucije v tem delu (slika 10). Zato smo si pripravili 10 % 
poliakrilamidni gel sami, kar je pripomoglo k boljši ločbi proteinov. Vseeno na 
poliakrilamidnem gelu ni bilo vidnih diferencialno izraženih proteinskih lis, ki bi pripadale 
lizinom (priloga C). Podvojitev koncentracije IPTG pri indukciji (na 1,2 mM) ni vodilo v 
večjo ekspresijo. Da bi preverili, ali se lizini ne izražajo zaradi napak v protokolu, smo 
izražali lizin 60 v pQE-80L (pQE-60, z molekulsko maso 60 kDa), ki nam je služil kot 
pozitivna kontrola. Ta lizin je predhodno uspešno izražal dr. Accetto T. (neobjavljeno). Iz 
slike 8 je razvidno, da je bilo izražanje pQE-60 uspešno, čeprav ni bilo tako intenzivno kot 
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pri lizinih v pMAL-C5X. Preverili smo tudi, ali ekspresijski kloni vsebujejo ustrezne 
plazmide z vključki. To smo storili z izolacijo plazmidov iz njih, ki se je izkazala za 
uspešno, saj so ekspresijski kloni vsebovali plazmide ustreznih velikosti (priloga D1); 
velikosti vključkov in plazmidov so predstavljene v prilogi D2. Nazadnje, brezuspešno 
smo poskušali z izražanjem drugih ekspresijskih klonov istih lizinov (pQE-114-Taq1, 
pQE-114-Taq1, pQE-156-3 in pQE-156-5). Iz rastnih krivulj ekspresijskih kultur (priloga 
E2) je razvidno, da izražanje lizinov ni predstavljalo metabolnega bremena za bakterijske 
celice, saj je bil OD600 induciranih kultur po indukciji preko noči le za 0,043 (2,9 %) 
manjši od neinduciranih. 
 
 
Slika 8: Poliakrilamidni gel (predpripravljeni gel Mini-PROTEAN TGX 10 %) grobih lizatov induciranih in 
neinduciranih ekspresijskih kultur lizinov 114, 154 in 156 v pQE-80L. 1: pQE-80L, neinduciran, 2: pQE-
80L, induciran, 3: pQE-60, neinduciran, 4: pQE-60, induciran, 5: pQE-114, neinduciran, 6: pQE-114, 
induciran, 7: pQE-154, neinduciran, 8: pQE-154, induciran, 9: pQE-156, neinduciran, 10: pQE-156, 
induciran. S puščicami so označene (izrazitejše) proteinske lise pri posameznih vzorcih, ki nakazujejo na 
(morebitno) izražanje lizinov pri induciranih ekspresijskih kulturah v primerjavi z neinduciranimi.  
 
4.2.3 Test topnosti lizinov 
 
Pri testu topnosti lizinov smo pridobili 3 frakcije: grobi lizat, topno frakcijo čistega lizata 
in netopno frakcijo čistega lizata. Vzorce smo ločili po molekulski masi z SDS-PAGE. 
Test smo zaradi problemov pri izražanju vključkov v pQE-80L izvedli le za vključke v 
pMAL-C5X (154 in 156). Kot je razvidno s slike 9, so lizini prisotni v vseh 3 frakcijah. Po 
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vizualni oceni največjo koncentracijo lizinov vsebuje grobi lizat, manj pa topna in netopna 
frakcija.  
 
Slika 9: Poliakrilamidni gel (predpripravljeni gel Mini-PROTEAN TGX 10%) vzorcev testa topnosti za 
vključke v pMAL-C5X. 1: pMAL-154, topna frakcija, neinduciran, 2: pMAL-154, topna frakcija, induciran, 
3: pMAL-156, topna frakcija, neinduciran, 4: pMAL-156, topna frakcija, induciran, 5: pMAL-154, netopna 
frakcija, neinduciran, 6: pMAL-154, netopna frakcija, induciran, 7: pMAL-156, netopna frakcija, 
neinduciran, 8: pMAL-156, netopna frakcija, induciran, 9: pMAL-154, grobi lizat, induciran, 10: pMAL-156, 
grobi lizat, induciran. S puščicami so označene proteinske lise, ki ustrezajo lizinom.  
 
4.2.4 Test aktivnosti lizinov 
4.2.4.1 Kapljični test, test na poltrdnem gojišču, optimizacija testov 
 
Namen testa aktivnosti je bil ugotoviti, ali so celični lizati ekspresijskih kultur lizinov 
litični za gostiteljski sev. V ta namen smo najprej optimizirali protokol tega testa, saj je 
bilo potrebno izbrati najustreznejše gojišče, gostiteljski sev, način priprave trdnih gojišč s 
konfluentno bakterijsko rastjo in redčitev bakterijske kulture ter celičnih lizatov. Za gojišče 
smo izbrali TSA, saj je bila bakterijska rast na njem najhitrejša. Pri kapljičnem testu 
občutljivosti stafilokoknih sevov SeC2, SeC4 in SeC8 za fagni lizat StphK (titer: 2,02E+09 
PFU/mL) in celične lizate pMAL-154 in pMAL-156, smo aktivnost zaznali le pri fagnem 
lizatu StphK na SeC2. Aktivnost smo interpretirali kot čistino v konfluentni rasti na mestu, 
kjer smo dodali kapljico vzorca. Zato smo za nadaljnje teste aktivnosti za bakterijski 
(gostiteljski) sev uporabili SeC2. Hkrati smo pri tem eksperimentu potrdili tudi litičnost 
StphK. Redčenje bakterijske kulture je pokazalo, da je za konfluentno rast na trdnem 
gojišču najustreznejša optična gostota (OD600) med 0,1 in 0,5. Za dosego največje 
občutljivosti testa smo izbrali OD600 = 0,15. Priprava trdnih gojišč s konfluentno 
bakterijsko rastjo z dodatkom bakterijske kulture na trdno gojišče in razmazom le-te s 
hokejko do suhega se ni izkazala za primerno, saj porazdelitev bakterijske mase ni bila 
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enakomerna. Zato smo fagno-bakterijsko mešanico inkubirali v poltrdnem gojišču TSB in 
nato razlili na trdno gojišče TSA, s čemer smo zagotovili konfluentno rast bakterij. Pri tem 
eksperimentu je StphK povzročil popolno lizo konfluentne bakterijske rasti, medtem ko 
celični lizati pMAL-154 in pMAL-156 niso bili litični. Zaradi tega smo nadalje 
optimizirali metodiko testa, saj bi lahko odsotnost aktivnosti pripisali slabi difuzivnosti 
lizinov skozi poltrdno gojišče. Aktivnost lizinov smo kvantificirali prek štetja kolonij na 
ploščah po inkubaciji fagno-bakterijske mešanice. Prvotno smo za vzorce celičnih lizatov 
uporabljali grobe lizate, saj smo s testom aktivnosti ugotovili, da so bili lizini prisotni tako 
v topni kot netopni frakciji čistega lizata ter v največji meri v grobem lizatu. Ker so se na 
trdnih gojiščih TSA po večdnevni inkubaciji poleg kolonij SeC2 pojavljale tudi kolonije 
bakterije, za katero smo po morfologiji kolonij in izgledu pod mikroskopom sklepali, da 
gre za E. coli (priloga G), smo pri nadaljnjih testih aktivnosti uporabljali čiste lizate (topne 
frakcije), saj je korak centrifugiranja zmanjšal število kolonij E. coli. Opazili smo tudi, da 
se je število kolonij obeh bakterijskih vrst zmanjšalo, če so bili vzorci celičnih lizatov pred 
uporabo zamrznjeni na -20 °C.  
 
4.2.4.2 Test aktivnosti s štetjem kolonij na ploščah 
 
Pri testih aktivnosti s kvantifikacijo kolonij na trdnih gojiščih po 5-dnevni inkubaciji pri 25 
°C nam ni uspelo potrditi aktivnosti pri nobenem od lizinov (celičnemu lizatu ekspresijskih 
kultur) v različnih plazmidnih vektorjih, saj ni bilo statistično pomembnih razlik med 
neinduciranimi in induciranimi kulturami pri posameznih lizinih ter glede na negativno 
kontrolo. StphK je bil litičen za SeC2 tudi pri tem testu. Pri lizinih v pMAL-C5X je opazen 
trend večjega števila kolonij pri induciranih kot neinduciranih kulturah, ki pa je bil 
statistično signifikanten le pri negativni kontroli, to je nativnem pMAL-C5X (slika 10).  
 
 
Slika 10: Test aktivnosti lizinov v vektorju pMAL-C5X. Za negativno kontrolo je bil uporabljen nativni 
pMAL-C5X (brez vključka). Pri vzorcu pMAL-vsi gre za kombinacijo vseh 3 frakcij lizinov. Podatki v 
posameznih stolpcih so povprečja triplikatov. Ročica predstavlja standardni odklon triplikatov.  
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Pri lizinih v pQE-80L tega trenda ni bilo (slika 11), bil pa je prisoten večji statistično 
nesignifikatnen vrh pri vzorcu pQE-154-induciran. Pri testu aktivnosti smo uporabili tudi 
lizine mutant, to je pQE-114-Taq1 in pQE-114-Taq2, ki prav tako niso bili litični za SeC2 
(rezultati niso prikazani). 
 
 
Slika 11: Test aktivnosti lizinov v vektorju pQE-80L. Za negativno kontrolo je bil uporabljen nativni pQE-
80L (brez vključka). Pri vzorcu pQE-vsi gre za kombinacijo vseh 3 frakcij lizinov. Podatki v posameznih 
stolpcih so povprečja triplikatov. Ročica predstavlja standardni odklon triplikatov. 
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5 RAZPRAVA 
 
V magistrskem delu smo se osredotočili na lizine fagov P. acnes in S. epidermidis. Namen 
tega magistrskega dela je bil proizvesti izbrane lizine z biotehnološkimi metodami in 
ovrednotiti njihovo aktivnost. Končni namen je bil pridobiti aktiven lizin, ki bi ga lahko 
izražali v ekspresijskem sistemu E. coli. V sklopu eksperimentalnega poteka naloge smo iz 
tarčnih fagov izolirali lizinske gene, jih klonirali v 2 različna ekspresijska vektorja, izražali 
v 2 sevih E. coli in testirali njihovo aktivnost na gostiteljski sev. Ker je delo potekalo 
ločeno za fage P. acnes in S. epidermidis, je tudi diskusija rezultatov pri teh poskusih  
 
5.1 LIZINI BAKTERIOFAGOV BAKTERIJ VRSTE P. acnes 
 
Lizine, litične za P. acnes, smo iskali pri 3 fagih, ki so bili specifični za to bakterijsko 
vrsto: F5, F6 in E1. Ti fagi so izkazovali največjo aktivnost na gostiteljske seve izmed vseh 
izoliranih (Štokelj, 2015). Da bi iz njihovih genomov pridobili lizinske gene, smo izvedli 
PCR z uporabo degeneriranih oligonukleotidnih začetnikov, specifičnih za predvidene 
gene. Na ta način nam je uspelo pridobiti en PCR pomnožek, in sicer pri fagu E1 (E1-22, 
slika 5). Sekvenciranje pomnožka je potrdilo našo domnevo, da gre za lizinski gen, a se je 
izkazalo, da je bila sekvenca E1-22 (497 bp) nepopolna, saj je ležala znotraj predvidenega 
gena za lizin, velikega 857 bp. Da bi pridobili celotno sekvenco gena, smo uporabili 
metodo inverznega PCR, s katerim je mogoče identificirati neznana nukleotidna zaporedja, 
ki ležijo na obeh straneh znane sekvence. Pričakovali smo, da bodo vsaj nekateri vzorci 
inverznega PCR z uporabo različnih endonukleaz pri cepitvi vsebovali neznane sekvence, 
obkrožajoče E1-22. Iz agaroznega gela (slika 6) je razvidno, da so vzorci vsebovali več lis, 
vključno z negativno kontrolo cepitve. Pri slednji gre za nerazrezano gE1, saj ji pri cepitvi 
ni bila dodana endonukleaza, inkubirana pa je bila kot ostali vzorci. Oligonukleotidni 
začetniki so pri PCR torej nespecifično nalegali na gE1 na 3 različnih mestih, saj so bile na 
agaroznem gelu pri tem vzorcu prisotne 3 izrazite lise DNK (in več manj izrazitih).  
Nekateri vzorci, razrezani z endonukleazami, so imeli prisotne 3 enako veliko lise, nekateri 
pa ne. Nespecifični pomnožki pri negativni kontroli cepitve so lahko vsebovali delno 
zaporedje E1-22 zaradi pričakovanega naleganja prvega oligonukleotidnega začetnika 
znotraj E1-22 in drugega (komplementarnega) nespecifično zunaj E1-22 v 5' ali 3' smeri. 
Glede na specifikacije proizvajalca polimeraze Taq, ki smo jo uporabili pri PCR, je 
največja dolžina pomnožkov 6 kb pri genomski in 20 kb pri fagni DNK. Ker je bila v 
našem primeru matrica fagna DNK, je to povečalo možnosti za nastanek tovrstnih 
pomnožkov zaradi njihove velike teoretično mogoče dolžine. Odsotnost lis pri vzorcih 
endonukleaz v primerjavi z negativno kontrolo cepitve je možno razložiti z rezanjem 
endonukleaze v enem od teh pomnožkov. Da bi izničili nespecifično naleganje 
oligonukleotidnih začetnikov, smo optimizirali pogoje PCR in ligacije: desetkratno 
redčenje cepitvenih produktov pri ligaciji z namenom povečanja možnosti 
intramolekularne ligacije, zvišanje temperature naleganja oligonukleotidnih začetnikov pri 
PCR na 60, 62 in 65 °C ter znižanje števila ciklov PCR na 20. Poskusi optimizacije so bili 
neuspešni, saj niso pripomogli k večji specifičnosti reakcije, ki bi zmanjšala število lis na 
agaroznem gelu. Pri povečanju temperature naleganja so se pri negativni kontroli cepitve 
celo pojavili dodatni pomnožki, kar je nakazovalo na ustreznejše pogoje naleganja 
oligonukleotidnih začetnikov (priloga B). Ker nam kljub optimizaciji inverznega PCR ni 
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uspelo pridobiti ustreznega pomnožka neznanih sekvenc za iskani lizinski gen, nismo 
nadaljevali z delom pri lizinih fagov P. acnes, in smo se osredotočili na lizine 
stafilokoknega faga K (v nadaljevanju StphK). Alternativno, lahko bi poiskali 
oligonukleotidne začetnike, ki ne bi nespecifično nalegali na gE1. Obstajajo tudi druge 
metode, s katerimi je mogoče pridobiti neznano sekvence iz znane, kot je vektoretni PCR 
(Arnold in Hodgson, 1991). Glede na razvoj tehnologije sekvenciranja bi bila danes 
ustrezna rešitev tudi sekvenciranje genoma faga E1. 
 
5.2 LIZINI BAKTERIOFAGOV BAKTERIJ VRSTE S. epidermidis 
 
Iz genoma StphK smo s PCR pridobili 3 pomnožke, ki so ustrezali genom za lizine 114 
(2426 bp), 154 (803 bp) in 156 (629 bp). Ker je bil nukleotidno zaporedje genoma StphK 
poznano, nam ni bilo treba uporabljati metod PCR z degeneriranimi oligonukleotidnimi 
začetniki in inverznega PCR. Pomnožke PCR smo z metodami rekombintne DNK vstavili 
v plazmidna vektorja pQE-80L in pMAL-C5X, iz česar je skupno nastalo 6 kombinacij 
lizina in vektorja. 2 različna vektorja smo uporabili zato, da bi preverili, ali izbira vektorja 
vpliva na izražanje lizinov in njihovo aktivnost. Plazmida sta se najpomembneje 
razlikovala po promotorskih in regulatornih zaporedjih ter po tem, da se je pri pMAL-C5X 
tvoril fuzijski protein, sestavljen iz lizina in MBP (angl. »maltose binding protein«). 
Prednost MBP je v tem, da poveča topnost izražanega proteina in s povečanjem skupne 
molekulske mase prepreči njegovo proteolizo, če gre za majhen protein (Kapust in Waugh, 
1999). Po drugi strani se pri pQE-80L izraža nativni protein, ki se mu doda 
heksahistidinska oznaka, ki omogoči njegovo izolacijo z metalo-afinitetno kromatografijo. 
Ta oznaka zaradi svoje majhnosti običajno nima vpliva na izražanje in aktivnost proteina, 
čeprav se v nekaterih primerih to lahko zgodi (Khan in sod., 2012). 
 
Ker smo pri izražanju želeli uporabiti plazmidne klone, ki niso vsebovali mutacij v lizinski 
sekvenci, smo jih sekvencirali. Na ta način smo pridobili 13 plazmidnih klonov 
(preglednica 23), od katerih sta bila le 2 brez nesinonimnih mutacij. Zato smo za izražanje, 
kjer ni bilo mogoče pridobiti klona brez mutacij, izbrali tiste s čim manj mutacijami. Pri 
tem smo pazili, da so lizini vsebovali v regulatornem in kodirajočem zaporedju le 
zamenjave in ne insercij ali delecij, zaradi katerih bi prišlo do zamika bralnega okvirja pri 
translaciji. Pri klonu pQE-154-1 smo insercijo v promotorskem zaporedju zaznali 
naknadno, zato je bil kljub temu uporabljen za izražanje. Mutacije v vključkih smo 
pripisali napakam polimeraze pri PCR. Zaradi tega razloga smo pomnožek za 114, ki je bil 
največji lizin in zaradi česar je pri njem bilo več možnosti za mutacijo, poskušali pridobiti 
s polimerazo Phusion, ki velja za natančnenjšo od Taq. To nam je zaradi neuspeha pri 
optimizaciji PCR s polimerazo Phusion in transformacije uspelo le pri 114, vstavljenem v 
pQE-80L (klon pQE-114-Phu1). S transformacijo smo pri pMAL-114 pridobili 40 
rekombinantnih plazmidov, od katerih jih je bilo 33 brez vključka, 1 je vseboval vključek 
pravilne usmeritve, 6 pa nepravilne. Ker bi glede na statistično verjetnost pričakovali 
enako razmerje vključkov pravilne in nepravilne usmeritve, smo sklepali, da je pMAL-114 
toksičen za E. coli.  
 
Izbrane klone lizinov smo s transformacijo vstavili v E. coli, ki smo jo izbrali za 
ekspresijski organizem. Ta bakterijska vrsta je dobro okarakterizirana, nezahtevna za rast, 
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omogoča visoko produkcijo encima v majhni časovni enoti in je bila primerna tudi zato, 
ker ni bila potrebna glikozilacija lizinov, saj ti ne spadajo med glikozilirane proteine 
(Rosano in Ceccarelli, 2014). Vključke v pQE-80L smo izražali v sevu Top10, vključke v 
pMAL-C5X pa v Er2523, glede na specifikacije proizvajalca. Pri produkciji lizinov smo 
jih želeli pridobiti v čim večji koncentraciji in v aktivni obliki. Da bi se izognili agregaciji 
proteinov v inkluzijska telesca, ki je pogosta pri prekomerni ekspresiji v E. coli pri 37 °C, 
smo izražanje izvedli pri 28 °C. Agregacija proteinov pri izražanju je običajno nezaželjena, 
saj povzroči velike izgube proteina pri izolaciji, prav tako pa ta v agregirani obliki ni 
encimatsko aktiven, kar je bilo v našem primeru potrebno za teste aktivnosti (Rosano in 
Ceccarelli, 2014; Upadhyay in sod., 2015). Lizine v pMAL-C5X smo delno uspešno 
izražali, kar smo potrdili z SDS-PAGE (slika 7). Pri pMAL-154 smo zaznali izražanje 2 
proteinskih produktov podobne molekulske mase, od katerih je ena ustrezala predvideni za 
pMAL-154. Proenca in sod. (2015) ter Dunne in sod. (2016) so utemeljili nastajanje 
sekundarnega translacijskega produkta pri izražanju njhovih lizinov s prisotnostjo dveh 
odprtih bralnih okvirjev, kar je vodilo v nastanek heterooligomerja vezavne domene in 
celotnega proteina. Fuzijski protein MBP+154 (pMAL-154) je imel le en odprt bralni okvir 
glede na analizo z orodjem ORFfinder. Zaradi tega je najverjetnejši vzrok proteoliza ali 
avtoproteoliza 154. Dunne in sod. (2014) so pri 2 lizinih opazili avtoproteolitično 
aktivnost, ki so jo od proteolize ločili po tem, da je bila avtoproteoliza prisotna kljub 
dodatku inhibitorjev proteaz. Ugotovili so, da je lizin ob izražanju tvoril dimer, ki je 
obstajal v neaktivnem (nelitičnem) in aktivnem (litičnem) stanju. V aktivnem konformaciji 
se je N-terminalna katalitska domena odcepila od C-terminalne vezavne, s čemer se je 
razvila njena litičnost. Avtorji raziskave so to obrazložili s tem, da manjša velikost 
molekule omogoča boljšo penetracijo v peptidoglikansko plast bakterij. Fuzijski protein 
pMAL-154 ima molekulsko maso 72 kDa, brez C-terminalne domene amidaza-2 pa 65 
kDa, kar ustreza obema zaznanima lisama na poliakrilamidnem gelu. Možno je torej, da je 
pMAL-154 obstajal kot dimer, pri polovici encimov pa je prišlo do avtoproteolitske 
odcepitve domene amidaza-2, kar je vodilo v pojav sekundarne 65 kDa lise na 
poliakrilamidnem gelu. 7 kDa velike domene amidaza-2 nismo zaznali z SDS-PAGE, saj 
pogoji elektroforeze niso bili prilagojeni za ločbo tako majhnih proteinov. pMAL-156 se je 
uspešno izražal, saj je bila na poliakrilamidnem gelu prisotna izrazita in enotna lisa 
ustrezne velikosti glede na negativno kontrolo. Pri pMAL-114 je prišlo do delne proteolize 
fuzijskega proteina, na kar smo sklepali prek izrazite lise na poliakrilamidnem gelu, ki je 
ustrezala MBP (42,5 kDa), ter šibke lise, ki je ustrezala fuzijskemu proteinu (133,7 kDa). 
Proteolizo gre pripisati veliki molekulski masi fuzijskega proteina, ki je vodila v njegovo 
nestabilnost. Znano je, da je v E. coli težko izražati proteine, ki so večji od 100 kDa 
(Lebendiker in Danieli, 2014). Hkrati je to lahko posledica toksičnosti pMAL-114, na 
katero smo sklepali zaradi težav pri iskanju pravilno usmerjenega vključka na 
rekombinantem plazmidu. Zaradi tega je mogoče, da je katera od 8 mutacij, ki jih je 
vseboval pMAL-114 (klon Taq5), povzročila degradacijo lizina. Zaradi njegove 
molekulske mase in toksičnosti bi ga bilo smiselno izražati kot vključek v pQE-80L (91 
kDa), poiskati aktiven in stabilen klon, ali zamenjati ekspresijski sistem, za katerega ta 
lizin ne bi bil toksičen. Inducirane ekspresijske kulture z indukcijo preko noči so imele v 
povprečju za 12,1 % manjši OD600, kar je nakazovalo na to, da je bilo izražanje lizinov 
metabolno breme za celice (priloga E1). Opazili smo tudi, da je sev Er2523 imel hitrejšo 
rast od Top10, ne glede na uporabljeni plazmidni vektor.  
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Pri izražanju lizinov v pQE-80L na poliakrilamidnih gelih ni bilo razvidnih razlik med 
neinduciranimi in induciranimi kulturami, ki bi ustrezale molekulski masi lizinov (slika 8). 
Pri induciranih vzorcih pQE-114 in pQE-156 sta se bili sicer prisotni 2 izrazitejši lisi (tudi 
ob ponovitvah), ki pa po molekulski masi (približno 70 kDa) nista ustrezali nobenemu 
izmed lizinov (priloga C). Ker sta bila ta 2 lizina različnih molekulskih mas (114: 91,2 
kDa, 156: 23,2 kDa), lisi pa sta bili v obeh primerih enako veliki, smo sklepali, da gre za 
nespecifičen proteinski produkt, ki se je v majhni meri izražal ob indukciji. Da bi ugotovili 
razlog za odsotnost izražanja, smo preverili prisotnost rekombinantnih plazmidov v 
ekspresijskih klonih, povečali koncentracijo IPTG pri indukciji, preverili vsebnost mutacij 
v promotorski in regulatorski regiji plazmida, preverili vpliv specifičnih mutacij 
posameznih klonov, izboljšali ločbo proteinskih lis na poliakrilamidnem gelu in zamenjali 
ekspresijski sev E. coli. Z izolacijo plazmidov iz ekspresijskih klonov smo potrdili, da so ti 
vsebovali ustrezne plazmide z vključki (priloga D1). Povečanje koncentracije IPTG ob 
indukciji z 0,6 na 1,2 mM ni pripomoglo k večjemu izražanju. Pri izražanju smo uporabili 
pozitivno kontrolo, to je lizin 60, vključen v pQE-80L in transformiran v sev Top10 (pQE-
60), za katerega je bilo predhodno potrjeno uspešno izražanje, ki se je tudi pri nas izkazalo 
za uspešno. S tem smo potrdili ustreznost protokola izražanja. Hkrati smo s tem ugotovili, 
da je nivo izražanja v pQE-80L manjši kot pri pMAL-C5X, glede na intenziteto 
proteinskih lis na poliakrilamidnem gelu. Merjenje OD600 ekspresijskih kultur z indukcijo 
preko noči je pokazalo, da so imele inducirane kulture v povprečju za 2,9 % manjši OD600 
od neinduciranih, kar je štirikrat manj od tistih pri pMAL-C5X (priloga E2). To odstopanje 
bi lahko zanemarili kot naravno variacijo v rasti ali pa ga utemeljili kot zelo majhno 
stopnjo izražanja. Nukleotidna zaporedja promotorskih in operatorskih elementov, ki smo 
jih pridobili s sekvenciranjem pQE-154 in pQE-156, niso vsebovala mutacij (razen pri 
pQE-154-1), zato lahko trdimo, da ta niso odgovorna za pomanjkanje izražanja. Izražanje 
mutantnih klonov lizinov (pQE-114-Taq1, pQE-114-Taq2, pQE-156-3 in pQE-156-5), ki 
so vsebovali 2 ali več mutacij, ni bilo uspešno, torej problem ni ležal v specifičnih 
sekvencah lizinov. Skupno smo tako izražali 7 klonov 3 lizinov, vključenih v pQE-80L. 
Ker so predpripravljeni poliakrilamidni geli izkazovali slabo ločbo med 10 in 30 kDa, v 
tem območju pa sta se nahajala lizina 154 in 156, smo se odločili poliakrilamidne gele 
pripraviti sami. Z njimi smo dosegli jasnejšo ločbo proteinskih lis na poliakrilamidnem 
gelu, a nam s tem vseeno ni uspelo vizualizirati izražanja. Nazadnje, izražanje pQE-154 in 
pQE-156 v sevu Er2523 namesto v Top10 se prav tako ni izkazalo kot uspešno. Z 
omenjenimi metodami smo ovrgli nekatere faktorje, ki bi lahko botrovali k neuspešnosti 
izražanja. Dodatni razlogi za nizko izražanje so lahko tudi: nestabilnost ali toksičnost 
proteina, izražanje proteina pred indukcijo (angl. »leakiness«) in inhibicija transkripcije ali 
translacije prek sekundarnih struktur DNK na 5' koncu vključka. Nekateri proteini, 
(predvsem manjši) so podvrženi proteolizi v E. coli. V našem primeru proteolize nismo 
pričakovali, saj je bil najmanjši lizin velik 23 kDa, ostali pa so bili večji. Kljub temu smo 
se temu poskušali izogniti z izražanjem pri 28 °C, uporabo seva Top10, ki ne vsebuje 
proteaz lon in ompT in krajšim časom ekspresije po indukciji (3 ure), kar vse ni vodilo v 
uspešno izražanje. Ker E. coli vsebuje več drugih proteaz (Lazdunski, 1989), je vseeno 
mogoče, da je pri gojenju prišlo do degradacije s strani katere od njih. Toksični proteini 
vodijo v slabšo rast bakterijske kulture (Dong in sod., 1995). Toksičnost lahko izvira iz 
protimikrobnih (hidrofobnih) sekvenc, ki lahko nespecifično interagirajo s celično 
membrano. Rotem in sod. (2006) so iz lizinov izolirali peptide, ki so imeli protimikrobno 
delovanje, Kovalskaya in sod. (2016) pa so naleteli na podobne protimikrobne sekvence pri 
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njihovem lizinu. Ko smo vzporedno izražali pQE-154, pQE-156, pMAL-154 in pMAL-156 
(priloga F) v istem sevu (Er2523), nismo opazili izrazitih razlik med rastjo pri različnih 
lizinih, na poliakrilamidnem gelu pa je bilo vidno izražanje le pri pMAL-154 in pMAL-
156. Če je protein delno toksičen, to ne nujno vodi v slabšo rast kulture, saj lahko pride do 
selekcije celic, ki izražajo protein divjega tipa. V takem primeru jih prerasejo tiste z 
mutantnim plazmidom, ki ne izražajo toksičnega proteina, ali izražajo mutantni netoksičen 
protein, s čemer se rast kulture ne upočasni. Ekspresijske kulture so vsebovale ustrezne 
plazmide, torej njihova odsotnost ni bila razlog za neizražanje. Mogoče pa je, da je prišlo 
do nastanka novih mutacij, kar bi morali preveriti s ponovnim sekvenciranjem vključkov. 
Če je protein toksičen za ekspresijski sev, lahko pričakujemo njegov vpliv že pri 
transformaciji, saj zmanjša frekvenco rekombinantnih plazmidov z ustreznim vključkom 
ali pa ta vsebuje mutacije (ki zmanjšajo njegovo toksičnost). V našem primeru smo dobili 
le en klon lizina brez mutacij, medtem ko so ostali vsebovali vsaj eno, kar bi lahko 
nakazovalo na njihovo toksičnost. Ker pa lahko mutacije povzroča tudi polimeraza pri 
PCR, bi morali pri vseh lizinih uporabiti natančno polimerazo, kot je Phusion, ter izolirati 
večje število rekombinantnih plazmidov z vključki, da bi preverili, ali so lizini res toksični. 
V zvezi s toksičnostjo proteina je potrebno zagotoviti tudi dobro regulacijo izražanja 
genskega produkta, saj ne želimo, da se ta izražal pred indukcijo. Plazmidni vektor pQE-
80L vsebuje represor lac, ki bi moral poskrbeti za učinkovito represijo promotorja T5. Če 
bi ta vseboval mutacijo in bi bil s tem inaktiviran, bi se lizin izražal brez indukcije. Tako 
na poliakrilamidnem gelu ne bi zaznali razlike med neinducirano in inducirano kulturo 
ekspresijskega klona. V ta namen smo kot negativno kontrolo izražanja uporabili nativni 
pQE-80L brez vključka. Po natančnem vizualnem pregledu poliakrilamidnega gela (slika 
8) nismo našli tovrstne razlike, saj so bile pri vzorcih prisotne lise enakih molekulskih 
velikosti (proteini E. coli). Posreden dokaz za odsotnost ekspresije je bilo tudi dejstvo, da 
je bil OD600 neinduciranih kultur po indukciji zelo podoben kot pri induciranih (priloga 
E2). Za natančno določitev ekspresije lizinov bi morali iz bakterijskih kultur izolirati 
mRNK in na podlagi tega izvesti PCR. Ker je bila ekspresija neuspešna pri vseh lizinih v 
pQE-80L, vključno z mutantami, smo sklepali, da gre za neznano splošno napako v zvezi z 
vektorjem in za to niso krive specifične lastnosti posameznih lizinov. Drugi razlog bi lahko 
bil delna toksičnost proteinov. Nazadnje, mogoče je, da je bilo izražanje lizinov tako nizko, 
da jih na poliakrilamidnem gelu v ozadju drugih proteinov nismo zaznali. Slabše izražanje 
lizinov v pQE-80L v primerjavi s pMAL-C5X je razvidno iz pozitivne kontrole izražanja 
(pQE-60). Da bi na poliakrilamidnem gelu lise lizinov  ločili od lis ostalih proteinov, bi 
morali izvesti prenos po Westernu, s katerim bi lizine vizualizirali s pomočjo protiteles, ki 
so specifična zanje. 
 
Po izražanju smo lizine delno izolirali iz kulture s spiranjem v ekstrakcijskem pufru, 
fizikalno lizo bakterijskih celic s kroglicami in centrifugiranjem. Na ta način smo pridobili 
celične lizate (grobe ali čiste), ki smo jih uporabili za testiranje aktivnosti lizinov na 
gostiteljski sev. Lizinov nismo izolirali z afinitetno kromatografijo do večje čistosti. 
Fizikalno lizo s kroglicami smo uporabili, ker velja za učinkovito metodo lize bakterijskih 
celic, pri kateri se dobro ohrani tako količina kot aktivnost proteinov (Benov in Al-
Ibraheem, 2002). S testom topnosti smo želeli ugotoviti, ali se posamezen lizin nahaja v 
topni ali netopni frakciji celičnega lizata. Prisotnost v netopni frakciji bi nakazovala tvorbo 
inkluzijskih telesc. Izkazalo se je, da so bili lizini prisotni tako v topni kot netopni frakciji 
(slika 9). Ker pri centrifugaciji vzorcev pri koraku pridobitve čistega celičnega lizata nismo 
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opazili (večjega) peleta, ki bi nakazoval na pristotnost precipitiranega (netopnega) encima, 
smo sklepali, da je bila »netopna« frakcija encima prisotna v intersticijskem prostoru med 
cirkonij/silicijevimi kroglicami in smo z resuspendiranjem le-teh pravzaprav pridobili 
dodaten volumen topne frakcije, ki je bila ujeta mednje. Ker so bili lizini prisotni v topni 
frakciji, smo s tem potrdili, da se pri izražanju (vsaj v večji meri) ne tvorijo inkluzijska 
telesca.  
 
Za metodo testa aktivnosti smo uporabili kapljični test, test s poltrdnim gojiščem in test s 
štetjem kolonij na trdnem gojišču. Poleg teh metod se v literaturi pojavljata še encimogram 
(O'Flaherty in sod., 2005b; Khatibi in sod., 2014) in test motnosti (Khatibi in sod., 2014; 
Schmelcher in sod. 2015; Rubio in sod., 2016), pogosto v tandemu. Pri encimogramu se 
poliakrilamidnemu gelu doda substrat za encim in se aktivnost encima ugotovi prek con 
lize, ki jih povzroči v gelu s svojim delovanjem. Ker se pri encimogramu lahko uporabijo 
le mrtve celice in ker ne omogoča dobre kvantifikacije, je pogostejši test motnosti. Pri tej 
metodi se lizinsko in bakterijsko frakcijo združi v tekočem gojišču in se periodično meri 
optično gostoto. Aktivnost lizina se natančno ugotovi prek zmanjšanja optične gostote 
(motnosti) v določeni časovni enoti v primerjavi s kontrolo. Vse 3 uporabljene metode pri 
našem delu so pokazale, da je bil fagni lizat StphK, ki nam je služil kot pozitivna kontrola, 
litičen za stafilokokni sev SeC2. S tem smo potrdili ustreznost testov in seva za 
ugotavljanje litičnosti vzorcev ter preverili primernost določenih parametrov testa, kot so 
temperatura inkubacije plošč (25 °C) in trajanje inkubacije mešanice bakterij in celičnih 
lizatov (15 min pri 25 °C). Ker je StphK vseboval lizine 114, 154 in 156, smo pričakovali, 
da bodo litični tudi celični lizati kultur, ki so vsebovali posamezne lizine. Lizini, vključeni 
v pMAL-C5X, niso izkazovali aktivnosti ne pri kapljičnem testu ne pri testu aktivnosti s 
štetjem kolonij na ploščah (slika 10). Preverili smo tudi aktivnost vključkov v pQE-80L, 
kljub temu, da nam pri njih ni uspelo potrdili izražanja. Rezultati so bili tako kot pri 
vključkih v pMAL-C5X negativni (slika 11). V nekaterih primerih (pMAL-154, pQE-114) 
so sicer rezultati nakazovali na aktivnost (rezultati niso prikazani), vendar je ta izginila ob 
enkratni ali dvakratni ponovitvi poskusa. Standardni odklon je bil pri nekaterih vzorcih 
velik, kar je bilo verjetno posledica razlik v OD600 izhodiščne ekspresijske kulture, trajanja 
protokola zaradi števila vzorcev in človeške napake. Večja odstopanja so bila neugodna, 
saj je to pomenilo, da je bila za potrditev statistično signifikantnega rezultata potrebna 
večja razlika med vzorcem in kontrolo. Temu smo se poskušali izogniti z optimizacijo 
protokola in zmanjšanjem človeške napake, a ni bilo uspešno pri vseh vzorcih. Pri 
vključkih v pMAL-C5X je bilo pri induciranih kulturah praviloma večje število kolonij. Za 
inducirane kulture velja, da se ob indukciji večina celičnega metabolizma usmeri v 
proizvodnjo tarčnega proteina, s čemer se zmanjša izražanje drugih proteinov, kar je 
razvidno tudi iz jakosti lis na poliakrilamidnih gelih. Možno je torej, da se je v E. coli 
izražal neznan protein, ki je bil toksičen za SeC2, zato je bilo pri neinduciranih kulturah 
manj kolonij. Pri vključkih v pQE-80L takega trenda ni bilo opaziti. Glede na predvidene 
domene smo pričakovali litičnost pri lizinih 114 in 154, saj sta vsebovala domeni CHAP 
oziroma amidaza-2 z amidazno aktivnostjo, medtem ko je 156 vseboval SH3-5, ki velja za 
protein-regulirajočo domeno ali peptidoglikan-vezavno domeno in ne bi smela biti 
hidrolitična za peptidoglikan. Največjo aktivnosti smo pričakovali pri 154, saj je vseboval 
2 amidazni domeni, posebne pozornosti pa je bil deležen tudi 114, saj je bil trikrat večji od 
ostalih 2 encimov, zaradi česar bi lahko vseboval dodatne neprepoznane genske elemente. 
Ker običajno fagi vsebujejo le 1 lizin (z več domenami), v StphK pa so bili prisotni 3 
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različni lizinski geni, od katerih je vsak imel svojo domeno, je bilo mogoče, da so lizini v 
litičnem ciklu razmnoževanja StphK delovali povezano. Da bi preverili njihovo morebitno 
sinergistično delovanje, smo pripravili vzorce za test aktivnosti, v katerih smo združili vse 
3 lizine (pMAL-vsi, pQE-vsi), vendar tudi pri teh vzorcih nismo zaznali aktivnosti. Razlog 
temu je lahko, da lizini ne delujejo sinergistično, da je za njihovo delovanje potreben četrti, 
neznan encim, ki ga nismo prepoznali v genomu StphK, ali pa je bilo razmerje 
(koncentracija) lizinov v reakcijski mešanici neustrezno. Pri tem je potrebno omeniti še, da 
je vzajemno delovanje lizinskih domen lahko kontraintuitivno, saj sta Cheng in Fischetti 
(2007) pri lizinu PlyGBS ugotovila, da so delecijske mutante, pri katerih je bila 
odstranjena vezavna domena in so vsebovale le endopeptidazno, izkazovale 18-28-krat 
večjo litičnost od lizina divjega tipa, pri čemer so ohranile njegovo specifičnost. To kaže 
na to, da lahko vezavna domena inhbira aktivnost katalitske in da odstranitev prve ne nujno 
vpliva na specifičnost lizina. Zaradi tega razloga lahko sklepamo, da je medsebojno 
delovanje lizinov istega faga kompleksno, kar upraviči potrebo po hkratnem testiranju 2 ali 
3 lizinov v testu aktivnosti, kot smo to storili v našem primeru. 
 
Potencialni razlogi za neaktivnost lizinov so: inaktivacija lizinov v fuzijskem proteinu 
MBP, prisotnost inhibitorjev v celičnih lizatih, premajhna koncentracija lizinov, 
pomanjkanje kofaktorjev in vpliv sestave celične stene S. epidermidis na aktivnost. Pri 
vključkih v pMAL-C5X so bili lizini povezani z MBP v fuzijski protein, zaradi česar je 
lahko prišlo do inaktivacije aktivnega mesta lizina. Da bi preverili, ali je temu res tako, bi 
morali protein izolirati iz celičnega lizata z afinitetno kromatografijo in MBP proteolitsko 
odcepiti od lizina. Ker pri vključkih v pQE-80L nismo uspeli potrditi izražanja, smo 
neinducirane in inducirane kulture primerjali z nativnim pQE-80L (brez vključka) za 
kontrolo izražanja proteina pred indukcijo. Pričakovano, nam ni uspelo pridobiti 
pozitivnega rezultata, kar bi lahko pripisali premajhni koncentraciji lizinov v vzorcih. Pri 
testu aktivnosti smo uporabljali delno očiščene lizine (celične lizate). O'Flaherty in sod. 
(2005b) so pokazali, da so lahko tovrstni celični lizati litični za gostiteljski sev. Kljub temu 
je nepopolna izolacija iz kulture pomenila, da so v celičnih lizatih lahko bili prisotni 
inhibitorji, ki so negativno vplivali na aktivnost lizinov, ali proteaze, ki so povzročile 
njihovo proteolizo. Nekateri lizini potrebujejo za svoje delovanje kofaktorje, predvsem 
dvovaletne ione, npr. Ca2+ (Celia in sod., 2008) in Zn
2+, Mn2+, Mg2+ ter Ca2+ (Son in sod., 
2012). Lizin 154 za svoje delovanje najverjetneje potrebuje Zn2+, saj vsebuje domeno 
amidaza-2, ki je odvisna od tega divalentnega iona. Pri domenah CHAP in SH3b potrebe 
po kofaktorjih še niso bile potrjene v splošnem merilu. Glede na študijo Cunden in sod. 
(2016) gojišče TSB, v katerem smo gojili stafilokokni sev SeC2 in predstavlja polovico 
volumna reakcijske mešanice pri testu aktivnosti (skupaj s celičnim lizatom), vsebuje Zn2+ 
v večji meri (5 µM), torej pomanjkanje le-tega ne bi smelo biti vzrok za nelitičnost 154. 
Razlog za odsotnost aktivnosti pri lizinih bi lahko bila tudi specifična molekulska sestava 
peptidoglikana S. epidermidis prek inhibicije encimskega delovanja. Celična stena 
grampozitivnih  bakterij, med katere spada tudi S. epidermidis, v splošnem ne povzroča 
težav za lizinsko aktivnost, kar je razvidno iz več uspešno testiranih lizinov za sorodno 
vrsto S. aureus (Bierbaum in Sass, 2006; Rashel in sod., 2007). Kljub temu se celični steni 
teh dveh bakterij razlikujeta po sestavi glede na vrsto teihoične kisline, kar bi lahko imelo 
vpliv na aktivnost lizinov (Parisi, 1985).  
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6 SKLEPI 
 
Tekom magistrskega dela smo prišli do sledečih sklepov: 
- iz genomov fagov F5, F6 in E1, ki so bili specifični za P. acnes, nam je uspelo 
izolirati 1 gen za lizin, in sicer iz faga E1, katerega sekvenca pa ni bila popolna, 
- z inverznim PCR nam ni uspelo pridobiti celotne sekvence lizina faga E1, zato tega 
gena nismo izražali v ekspresijskem sistemu E. coli, 
- iz genoma faga StphK, ki je bil specifičen za S. epidermidis, smo izolirali gene za 
lizine 114, 154 in 156, 
- te gene smo vključili v vektorja pMAL-C5X in pQE-80L in jih s transformacijo 
vstavili v ekspresijski sistem E. coli (seva Er2523 in Top10); tekom tega postopka 
smo pridobili 13 klonov (različic) teh lizinov, ki smo jih sekvenirali, 
- izražanje je bilo uspešno pri vključkih v pMAL-C5X, medtem ko je bilo v primeru 
vektorja pQE-80L neuspešno, 
- s testom topnosti smo ugotovili, da so se lizini, izražani v pMAL-C5X, nahajali 
tako v topni kot netopni frakciji čistega lizata, 
- pri testu aktivnosti z metodo štetja kolonij na ploščah nam ni uspelo potrditi 
baktericidnega delovanja lizinov, vključenih v pMAL-C5X; enako velja tudi za 
vključke v pQE-80L, pri katerih smo test aktivnosti izvedli kljub neuspešnemu 
izražanju. 
 
 
 
 
64 
Čibej B. Iskanje in izražanje lizinov bakteriofagov bakterij … Staphylococcus epidermidis in Propionibacterium acnes. 
    Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij biotehnologije, 2018  
 
7 POVZETEK 
 
Mikrobna odpornost postaja vse bolj pereč problem sodobnega sveta. Zaradi pomanjkanja 
razvoja novih antibiotikov, ki se tradicionalno uporabljajo za zdravljenje bakterijskih 
okužb, se išče nove rešitve za boj proti njej. Ena izmed tovrstnih alternativ so bakteriofagni 
encimi lizini, ki jih odlikuje močno protibakterijsko delovanje in specifičnost za gostitelja.  
V tem magistrskem delu smo se osredotočili na lizine bakterij vrste P. acnes in S. 
epidermidis, ki sta znani kot povzročiteljici bolnišničnih okužb in nekaterih bolezenskih 
stanj pri človeku. Cilj naloge je bil vzpostaviti produkcijski sistem za heterologno izražanje 
lizinov, ki bi bili litični za ti bakterijski vrsti. V ta namen smo iz bakteriofagov, ki 
okužujejo ti bakterijski vrsti, izolirali lizinske gene z verižno reakcijo s polimerazo (PCR). 
Z uporabo degeneriranih oligonukleotidnih začetnikov smo iz 3 fagov (F5, F6 in E1), ki so 
bili specifični za bakterije vrste P. acnes, pridobili 1 lizinski gen, in sicer iz faga E1 (E1-
22). Ker je bila sekvenca tega gena nepopolna, smo se poslužili metode inverznega PCR, s 
katero je mogoče pridobiti neznane sekvence, ki ležijo pred in za znanim nukleotidnim 
zaporedjem. Pri tem smo bili neuspešni, zato lizinov pri bakterijah vrste P. acnes nismo 
izražali.  
Pri fagu K (StphK), ki je bil specifičen za bakterije vrste S. epidermidis, smo pridobili tri 
lizinske gene: 114, 154 in 156. Z rekombinantnimi tehnikami smo jih klonirali v plazmidna 
vektorja pQE-80L in pMAL-C5X in s transformacijo vstavili v ekspresijska seva E. coli 
(Top10 in Er2523). Pri kloniranju v vektor pQE-80L se je vključku pripela 
heksahistidinska oznaka, ki omogoča izolacijo proteina z metalo-afinitetno kromatografijo 
z Ni-NTA, pri vključitvi v vektor pMAL-C5X pa se je lizin izražal kot fuzijski protein z 
MBP (maltoza-vezavni protein), kar omogoča izolacijo lizina z afinitetno kromatografijo z 
amilozno stacionarno fazo. Plazmide z vključki, ki so jih vsebovale transformante, smo 
sekvencirali, da bi našli lizinske gene brez mutacij, ki bi bili primerni za izražanje. Skupno 
smo pridobili 13 lizinskih genov v obeh uporabljenih vektorjih, od katerih je večina 
vsebovala vsaj eno nesinonimno mutacijo. Za izražanje smo zato uporabili gene z 
najmanšim številom mutacij. Da bi čim bolj zmanjšali število mutacij v 114, ki je bil 
najdaljši izmed lizinov, smo pri PCR uporabili polimerazo Phusion, ki velja za natančnejšo 
od polimeraze Taq. V našem primeru se to ni izkazalo za resnično, saj so pomnožki PCR s 
polimerazo Phusion vsebovali enako število mutacij kot tisti s polimerazo Taq. Izražanje v 
E. coli je bilo uspešno pri vključkih v pMAL-C5X, pri vključkih v pQE-80L pa ne. Na 
poliakrilamidnem gelu je bilo pri pMAL-154 vidno izražanje dveh proteinov podobnih 
molekulskih mas, kar smo interpretirali kot avtoproteolitsko delovanje pMAL-154. Pri 
pMAL-114 je bila vidna proteolitska razgradnja, kar smo pripisali veliki molekulski masi 
fuzijskega proteina (133,7 kDa). Lizine smo delno očistili iz bioprocesnega medija do 
stopnje celičnih lizatov. Test topnosti je pokazal, da se lizini nahajajo tako v topni kot 
netopni frakciji. Celični lizati z vsebovanimi lizini niso bili litični za stafilokokni sev 
SeC2, kar smo preverili s testom aktivnosti z metodo štetja kolonij na ploščah. Pri tem smo 
testirali tako vključke v vektorju pMAL-C5X kot v pQE-80L. 
 
Glede na navedeno smo potrdili 1. in 2. hipotezo, saj nam je uspelo izolirati vsaj en gen iz 
fagnega genoma in ga izražati v ekspresijskem sistemu E. coli, to je 3 lizine StphK. 3. 
hipoteze nismo potrdili, saj izražani lizini niso bili aktivni proti gostiteljskemu sevu faga, 
iz katerega so bili pridobljeni (S. epidermidis). 
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PRILOGA A 
 
Agarozni gel cepitve DNK faga lambda z endonukleazo HindIII  
 
 
 
Legenda: 
1: negativna kontrola cepitve - alikvot, 2: negativna kontrola cepitve - alikvot, 3: HindIII, 4: HindIII, 
desetkrat redčeno. 
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PRILOGA B 
 
Agarozni gel, ki prikazuje vzorce inverznega PCR z dvignjeno temperaturo naleganja 
oligonukleotidnih začetnikov 
 
 
 
Legenda: 
1: Negativna kontrola cepitve z izpuščeno ligacijo, 2: Negativna kontrola cepitve z izvedeno ligacijo. 
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PRILOGA C 
 
10 % poliakrilamidni gel z grobimi lizati ekspresijskih kultur lizinov 114, 154 in 156 v 
pQE-80L 
 
 
 
Legenda: 
1: pQE-114-Phu2, neinduciran, 2: pQE-114-Phu2, induciran, 3: pQE-154, neinduciran, 4: pQE-154, 
induciran, 5: pQE-156, neinduciran, 6: pQE-156, induciran. S puščicami so označene proteinske lise pri 
posameznih vzorcih. 
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PRILOGA D1 
 
Agarozni gel plazmidov, izoliranih iz ekspresijskih klonov (vključki v pQE-80L) 
 
 
 
Legenda: 
1: pQE-80L, 2: pQE-154, neinduciran, 3: pQE-154, induciran, 4: pQE-156, neinduciran, 5: pQE-156, 
induciran, 6: pQE-114-Phu1, neinduciran, 7: pQE-114-Phu1, induciran 
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PRILOGA D2 
 
Preglednica z velikostmi vključkov, plazmidnih vektorjev in plazmidnih vektorjev z 
vključki za posamezen lizin 
 
Vektor/vključek 
(velikost v bp) 
Lizin 114 Lizin 154 Lizin 156 Velikost vektorja 
pQE-80L 6967 5344 5170 4541 
pMAL-C5X 8103 6480 6306 5677 
Velikost vključka 2426 803 629  
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PRILOGA E1 
 
Rastna krivulja ekspresijskih klonov v plazmidnem vektorju pMAL-C5X 
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PRILOGA E2 
 
Rastna krivulja ekspresijskih klonov v plazmidnem vektorju pQE-80L 
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PRILOGA F 
 
Prikaz hitrosti rasti sevov (OD600) Er2523 ter Top10 z vključki 154 in 156 v plazmidnih 
vektorjih pQE-80L in pMAL-C5X v odvisnosti od časa 
 
Sev E. 
coli 
Ekspresijski 
klon 
OD600 
Er2523 pQE-154 -I 0,003 0,026 0,086 0,217 0,358 1,093 / 
     pQE-154 +I 0,008 0,031 0,095 0,234 0,37 1,084 1,709 
     pQE-156 -I 0,008 0,035 0,104 0,271 0,406 1,125 1,799 
     pQE-156 +I 0,011 0,044 0,107 0,285 0,41 1,046 1,722 
     pMAL-154 -I 0,007 0,039 0,095 0,255 0,391 1,093 1,822 
     pMAL-154 +I 0,018 0,037 0,102 0,242 0,372 0,933 1,353 
     pMAL-156 -I 0,004 0,024 0,075 0,2 0,313 1,023 1,767 
     pMAL-156 +I 0,004 0,025 0,077 0,199 0,331 0,827 1,629 
      t [h] 1 2 3 4 4,5 7,5 24 
     Top10 pQE-154 -I 0,015 0,023 0,034 0,048 / 0,132 0,171 0,219 0,278 0,318 / 0,891 
pQE-154 +I 0,022 0,03 0,046 0,064 / 0,149 0,196 0,241 0,309 0,338 / 0,892 
pQE-156 -I 0,021 0,028 0,047 0,076 / 0,189 0,25 0,309 0,389 0,432 / 1,051 
pQE-156 +I 0,027 0,036 0,055 0,08 / 0,179 0,24 0,293 0,371 0,412 / 0,9 
Er2523 pMAL-154 -I 0,025 0,045 0,089 0,176 0,303 0,444 / / / / 1,202 / 
pMAL-154 +I 0,033 0,054 0,083 0,169 0,309 0,448 / / / / 1,072 / 
pMAL-156 -I 0,037 0,034 0,071 0,17 0,286 0,439 / / / / 1,21 / 
pMAL-156 +I 0,025 0,04 0,079 0,176 0,311 0,442 / / / / 1,059 / 
 
t [h] 0 1 2 3 3,5 4 4,5 5 5,5 6 7 10 
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PRILOGA G 
 
Prikaz plošče testa aktivnosti (gojišče TSA) s kolonijami E. coli ter S. epidermidis in 
mikroskopska slika nativnih preparatov teh dveh bakterij  
 
 
